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Résumé
Par Valérie Lajoie 
Programme de Microbiologie
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 
l'obtention du diplôme de maître es sciences (M. Sc.) en Microbiologie, Faculté de 
médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, 
Canada, J1H 5N4
Le lymphome de Hodgkin est un cancer des ganglions lymphatiques caractérisé 
par la présence de cellules multinucléées Reed-Stemberg et de leur précurseur, les 
cellules mononucléées de Hodgkin. Ces cellules sont les cellules diagnostiques de ce 
cancer. Elles sont responsables de certains symptômes ressentis par les patients et aussi 
des cas de résistances aux agents thérapeutiques lors des traitements. Dans 10 à 20 % des 
cas de lymphome de Hodgkin, les patients ne répondent pas aux traitements et décèdent 
ou encore souffrent de rechutes ou de complications qui se développent suite à 
l’exposition aux agents chimio- et radiothérapeutiques. Ces problèmes amènent un besoin 
de cibler de nouvelles avenues pour développer des traitements plus spécifiques 
permettant de diminuer les doses et d’augmenter le taux de réussite des traitements pour 
ce cancer. L’approche utilisée dans ce travail est l’étude du phénomène qui amène la 
multinucléation des cellules. En effet, les cellules mononucléées de Hodgkin subissent 
divers dommages qui amènent ces dernières à l’endomitose et puis à la multinucléation. D 
est connu que le virus Epstein-Barr joue un rôle dans le développement de divers cancer, 
incluant le lymphome de Hodgkin, toutefois, le mécanisme par lequel ce virus provoque 
le développement du cancer est inconnu. L’oncoprotéine LMP1, exprimée par le virus 
Epstein-Barr, est le princical oncogène du virus, cette protéine, lorsqu’exprimée dans 
certaines lignées cellulaires hodgkiniennes amène la multinucléation des cellules. Ce 
phénomène est accompagné par la diminution de l’expression des protéines du complexe 
des shelterins TRF1, TRF2 et POT1 dans la lignée cellulaire BJAB tTA LMP1. Ces 
protéines ont pour rôle de protéger l’intégrité des télomères et en présence de LMP1, ces 
dernières sont inhibées. Les problèmes pouvant résulter de la déprotection des télomères 
sont nombreux, notamment, il peut y avoir des jonctions d’extrémités non homologues 
qui amènent la fusion de chromosomes voisins ce qui provoque des complications au 
niveau de la mitose. Dans cet ouvrage, l’impact de la déprotection des télomères sur la 
multinucléation des cellules B est étudié avec un modèle d’induction de la protéine 
LMP1 et avec un système d’inhibition des protéines TRF2 et POT1.
Hodgkin, Shelterins, Reed-Stemberg, LMP1
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I -  Introduction
Lymphome de Hodgkin
Lymphome de Hodgkin
L’étude présente a pour but de caractériser l’impact de la déprotection des 
télomères sur la formation de cellules multinucléées dans le contexte du lymphome de 
Hodgkin. Les lymphomes sont un groupe de maladies caractérisées par le développement 
de cellules malignes qui s’accumulent dans les ganglions lymphatiques et provoquent des 
symptômes cliniques caractéristiques. Les lymphomes sont séparés en deux sous- 
divisions, soit les lymphomes hodgkiniens et les lymphomes non hodgkininens. Cette 
division est basée sur la présence, ou non, des cellules multinucléées Reed-Stemberg 
(RS) qui sont les cellules diagnostiques du lymphome de Hodgkin. Aussi, contrairement 
aux lymphomes non hodgkiniens, les cellules cancéreuses du lymphome de Hodgkin 
n’expriment pas la majorité des protéines propres aux cellules B, qui sont le type 
cellulaire d’origine de la majorité des cellules cancéreuses du lymphome de Hodgkin. 
Enfin, contrairement aux cellules cancéreuses des lymphomes non hodgkiniens, les 
cellules cancéreuses du lymphome de Hodgkin amènent la dérégulation de plusieurs 
facteurs de transcriptions (Stein and Bob, 2009). Ces différences, tant au niveau 
immunophénotypique qu’au niveau de l’expression génétique, font en sorte que le 
lymphome de Hodgkin demeure dans une catégorie à part dans les lymphomes.
Le lymphome de Hodgkin a d’abord été décrit par Thomas Hodgkin en 1832. 
C’est une affection maligne du tissu lymphoïde caractérisé par la présence de cellules 
multinucléées Reed-Stemberg (RS) et de leur précurseur mononucléée, les cellules de 
Hodgkin (H). Ces cellules sont généralement des cellules B post-germinales et 
occasionnellement des cellules T (Kuppers et al., 2003). Ce lymphome est l’un des plus 
fréquents dans le monde occidental avec une incidence de 3 nouveaux cas par 100 000 
personnes par année et le taux de survie des personnes atteintes de ce cancer est 
d’environ 80% sur cinq ans (Kuppers, 2009). Entre 10 et 20% des patients subissent des 
rechutes ou encore ne répondent pas aux traitemements et décèdent de la maladie. Une
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fréquence plus élevée du développement de la maladie est observée chez les jeunes de 15 
à 35 ans dans les pays développés et de 5 à 15 ans dans les pays en développement puis 
un pic tardif est observé après 50 ans (Sébahoun G., 2005).
Origine des cellules de Hodgkin et Reed-Stemberg
Les cellules B sont des cellules lymphocytaires qui jouent un rôle capital dans la 
réponse immunitaire. La fonction principale de ces cellules est d’exprimer des 
immunoglobulines et anticorps dirigés contre des antigènes variés. Les 
immunoglobulines sont les molécules qui lient un antigène et les anticorps sont les 
formes sécrétées des immunoglobulines produites par les cellules B (Parham P., 2003). 
La cellule B mature exprime des immunoglobulines qui lui sont uniques et qui sont liées 
à sa membrane. Ces immunoglobulines possèdent une spécificité pour un antigène donné. 
Lorsque cet antigène se lie à l’immunoglobuline, la cellule B est alors activée et est 
stimulée à proliférer dans le centre germinatif. D en résulte une grande quantité de 
cellules B issues de cette prolifération. Un autre phénomène prend aussi place lors de la 
prolifération, c’est celui des réarrangements génétiques de la région variable du gène de 
l’immunoglobuline qui permet d’obtenir une grande diversité au niveau des anticorps 
produits par les cellules B résultantes. Une grande quantité des cellules vont obtenir un 
réarrangement défavorable qui va résulter en un gain d’autoréactivité ou encore une perte 
de sensibilité ou de fonction. Ainsi, ces cellules défectueuses entreront en apoptose. 
Seules les cellules ayant obtenu un réarrangement favorable seront portées à se 
différencier en cellules B mémoire ou encore en plasmocytes. Dans le cas des cellules de 
Hodgkin et Reed-Stemberg, ces cellules étaient préalablement des cellules B produites 
suite à la prolifération d’une cellule activée. Comme la majorité des cellules produites 
lors de ce processus, les cellules précurseurs des cellules de Hodgkin et Reed-Stemberg 
ont obtenu un réarrangement défavorable et auraient dû entrer en apoptose. Toutefois, par 
divers événements génétiques ou encore à cause de la présence du virus Epstein-Barr 
(EBV), ces cellules ont réussi à échapper à l’apoptose et sont devenues cancéreuses 
(Figure 1) (Kuppers, 2009).
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Figure 1 : Origine des cellules de Hodgkin et Reed-Sternberg
Dans le centre germinatif, les cellules B matures activées entrent en prolifération et 
subissent des réarrangements au niveau de la région variable du gène de 
l’immunoglobuline ce qui amène une grande variété de cellules B. Les cellules B ayant 
obtenu un réarrangement favorable vont se différencier en plasmocytes ou encore en 
cellules B mémoire alors que les cellules B ayant obtenu un réarrangement défavorable 
vont entrer en apoptose. Les cellules de Hodgkin et Reed-Stemberg (HRS cell) sont des 
cellules B ayant obtenu un réarrangement défavorable qui auraient du entrer en apoptose, 
mais qui y ont échappé par divers événements génétiques ou encore à cause de la 
présence du virus Epstein-Barr. Figure adaptée de (Kapatai and Murray, 2007).
Symptômes
Le lymphome de Hodgkin peut être développée à n ’importe quel âge, toutefois, il 
y a une augmentation de l’incidence de la maladie chez les jeunes adultes avec une 
prédominance chez les hommes. Les symptômes ressentis par les patients atteints du 
lymphome de Hodgkin sont, par exemple, un gonflement indolore et asymétrique de 
certains ganglions lymphatiques superficiels tels que les ganglions cervicaux, axillaires 
ou inguinaux (au niveau du cou, des aisselles et de l’aine). Aussi, chez certains patients, 
une légère splénomégalie est observée (augmentation du volume de la rate) ou encore des 
fièvres nocturnes, des démangeaisons sévères de la peau et d’autres symptômes tels
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qu’une perte de poids, de la sudation abondante ou une sensation de fatigue peuvent aussi 
être ressentis (Hoffbrand A.V. and Moss P.A.H, 2011).
Diagnostic
Le diagnostic de cette maladie est effectué par examination histologique d’un 
ganglion lymphatique excisé. La présence des cellules multinucléées Reed-Stemberg 
confirme qu'il s'agit d'un lymphome de Hodgkin. Suite au diagnostic, des examens 
cliniques tels que les rayons X du torse et des tomodensitométries (CT scans) sont utilisés 
pour évaluer le stade de la maladie et de plus en plus des TEP scans (tomographie à 
émission des positrons). En effet, il est primordial de déterminer le stade de la maladie 
afin de sélectionner les traitements les plus appropriés. Le stade I de la maladie implique 
un seul ganglion atteint dans une zone unique. Le stade II du lymphome de Hodgkin 
implique plusieurs ganglions lymphatiques atteints se trouvant au-dessus ou en dessous 
du diaphragme. Le troisième stade de la maladie implique des ganglions lymphatiques 
atteints au-dessus et en dessous du diaphragme et finalement, le stade IV de la maladie 
implique des régions autres que les ganglions lymphatiques ce qui signifie que les 
cellules cancéreuses ont migré dans d’autres zones telles que la moelle osseuse ou le foie 
indiquant des métastases (Figure 2) (Hoffbrand A.V. and Moss P.A.H, 2011).
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Figure 2 : Stades du lymphome de Hodgkin
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La détermination du stade du lymphome de Hodgkin permet de sélectionner le traitement 
approprié pour le patient. Des rayons X et des tomodensitométries sont utilisés pour 
identifier le stade. Le stade I est caractérisé par l’atteinte d’un seul ganglion tandis que le 
stade II par plusieurs ganglions tous au-dessus ou en dessous du diaphragme. Le stade IH 
implique plusieurs ganglions répandus au-dessus et en dessous du diaphragme et 
finalement le stade IV est caractérisé par l’atteinte d’organes autres que les ganglions 
lymphatiques. Figure adaptée de (Hoffbrand A.V. and Moss P.A.H, 2011).
Traitements
Les traitements contre le lymphome de Hodgkin sont la chimiothérapie et la 
radiothérapie et parfois une combinaison des deux dépendamment du stade de la maladie. 
La chimiothérapie est composée de plusieurs drogues combinées, par exemple le ABVD 
qui est composé de l’adriamycine, la bléomycine, la vinblastine et la dacarbazine ou 
encore le traitement un peu plus intense BEACOPP composé de bléomycine, etoposide, 
adriamycine, cyclophosphamide, oncovine, procarbazine et prednisone. Ensuite, la 
radiothérapie peut être utilisée seule ou en combinaison avec la chimiothérapie. Le suivi 
des traitements s’effectue par les examens cliniques et les scans et permet d’évaluer la 
réponse du patient aux traitements et d’orienter les traitements futurs en fonction des 
réponses. Des complications à long terme peuvent survenir suite aux traitements contre le 
lymphome de Hodgkin. En effet, des cancers tels que le cancer des poumons ou encore 
du sein peuvent survenir suite à l’exposition à la radiothérapie tandis que des leucémies 
peuvent se développer suite aux traitements de chimiothérapie. D ’autres complications 
telles que la stérilité, des problèmes intestinaux, cardiaques et pulmonaires peuvent aussi 
se manifester. Ces complications sont les raisons majeures de l’étude pour développer des 
traitements moins agressifs et plus précis.
Cellules Reed-Stemberg
Les cellules mononucléées de Hodgkin sont les précurseurs des cellules 
multinucléées Reed-Stemberg (Figure 3). En effet, certaines cellules de Hodgkin 
deviennent des cellules multinucléées au courant de leur développement, toutefois, les 
mécanismes par lesquels ces cellules mononucléées transitionnent vers la multinucléation 
ne sont pas caractérisés. Le lymphome de Hodgkin se différencie des autres cancers par
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le fait que les cellules cancéreuses sont présentes en très faible quantité comparée aux 
cellules réactives dans l’environnement tumoral. Les cellules cancéreuses dans le 
lymphome de Hodgkin représentent environ 1 % des cellules totales de la tumeur. En 
effet, ces cellules démontrent des dérégulations dans de multiples voies de signalisation 
qui aboutissent à un phénotype associé aux cellules de Hodgkin et Reed-Stemberg (Steidl 
et al., 2011). Elles sont responsables de l’activation de plusieurs cytokines qui envoient 
des signaux de communication erronés et provoquent des réactions immunitaires 
injustifiées chez le patient. Tous ces signaux aberrants émis par les cellules cancéreuses 
aboutissent à une masse tumorales composée majoritairement de cellules réactives telles 
que des éosinophiles, des lymphocytes, des neutrocytes et des fibroblastes qui se 
développent suite à l’activation du système immunitaire (Kennedy-Nasser et al., 2011). 
Ces cellules sont responsables des pertes de poids, fièvres et réactions d’inflammation 
ressenties par les patients atteints du cancer. Ainsi, lorsqu’une personne est atteinte du 
lymphome de Hodgkin, certains symptômes ressentis proviennent de la présence des 
cellules de Hodgkin et des cellules multinucléées Reed-Stemberg qui sont les cellules 
diagnostique de ce cancer (Schmitz et al., 2009).
Figure 3 : Cellule Reed-Stemberg et cellules de Hodgkin
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Coupe histologique d’un ganglion cervical d’un patient atteint du lymphome de Hodgkin 
EBV + (coloration H&E : Haematoxiline Eosine). La flèche noire illustre une cellule 
multinucléée Reed-Stemberg tandis que les flèches rouges pointent des cellules 
mononucléées de Hodgkin. Figure adaptée de (Knecht, 2009).
Ainsi, les patients atteints de ce cancer font face à plusieurs problématiques. 
Malgré le fait que le taux de survie sur 5 ans des patients de ce cancer est excellent, il 
demeure toujours environ 15 % des patients qui souffrent de rechute ou qui décèdent 
parce que les traitements ne sont pas efficaces. En plus, de nombreuses complications 
secondaires peuvent se développer suite aux traitements contre le lymphome de Hodgkin. 
Finalement, en sachant que les cellules cancéreuses de ce lymphome provoquent des 
symptômes chez les patients, il y a nécessité d’étudier davantage la formation de ces 
cellules afin de déterminer de nouvelles cibles potentielles pour des traitements qui 
permettraient d’augmenter le taux de survie et de diminuer les risques à long terme qui 
suivent les traitements qui sont disponibles.
Virus Epstein-Barr
Le virus Epstein-Barr (EBV) est un gammaherpesvirus humain dont plus de 90% 
de la population est porteuse (Morris et al., 2008) et qui infecte les cellules B, mais aussi 
les cellules T, les monocytes et granulocytes (Knecht et al., 2001). Ce virus possède un 
ADN double brin et son génome totalise 172 kb. D est responsable de la mononucléose 
infectieuse, mais joue aussi un rôle dans le développement du lymphome de Burkitt 
(Magrath, 2012) et du carcinome nasopharyngé (Morris et al., 2008). De plus, il joue un 
rôle dans l’évasion de l’apoptose des cellules précurseurs des cellules cancéreuses du 
lymphome de Hodgkin. En effet, comme mentionné précédemment, la genèse d’une 
cellule de Hodgkin ou Reed-Stemberg prend place dans les centres germinatifs des 
ganglions lymphatiques. Les cellules de Hodgkin et Reed-Stemberg sont des cellules B 
ayant obtenu un réarrangement défavorable qui auraient dû entrer en apoptose, mais qui 
ont réussi à y échapper soit par divers événements génétiques ou encore par la présence 
du virus Epstein-Barr. En effet, les chances de contracter le lymphome de Hodgkin suite
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à une mononucléose infectieuse augmentent de 4 fois dans les 4 années qui suivent la 
maladie (Hjalgrim et al., 2003).
Latent Membrane Protein 1
Le virus EBV exprime plusieurs protéines notamment les six Epstein-Barr 
nuclear antigens (EBNAs 1-2-3-4-5-6) et trois latent membrane proteins (LMP1, LMP2A 
and LMP2B) au courant de ces cycles réplicatifs et latents(Cahir-McFarland et al., 2004). 
Parmi les protéines exprimées par le virus, LMP1 est considéré comme le principal 
oncogène puisque le rôle de cette protéine est d’assurer le survie, la croissance et 
l’activation des cellules infectées par le virus. En effet, l’oncoprotéine LMP1 est 
exprimée durant l’infection et la réactivation du virus et mène à la prolifération des 
cellules infectées. Cette protéine imite le récepteur CD40 qui est une glycoprotéine 
transmembranaire du tumor necrosis factor receptor (TNFR) superfamily. Ce récepteur 
est présent sur les cellules B, les cellules dendritiques et les macrophages et lorsqu’activé, 
il amène l’activation de kinase et la production de cytokines et chimiokines (Graham et 
al., 2010). Ainsi, la signalisation qui suit l’activation du récepteur CD40 amène 
l’expression des interleukines 2, 6, 7, 10, 12, 15 et 17 en plus des interférons y, des 
lymphotoxines TNF-a et P et du facteur de transcription NF-kB. Ensemble, ces molécules 
participent à la régulation du système immunitaire faisant du récepteur CD40 un agent 
indispensable dans la protection contre les pathogènes (Graham et al., 2010). 
L’oncoprotéine LMP1 imite la fonction de ce récepteur pour assurer la survie, la 
croissance et l’activation des cellules atteintes par le virus Epstein-Barr. Ainsi, les voies 
de signalisations ciblées par LMP1 sont semblables et mènent aussi à l’activation de 
kinases telles que AKT, MAPK, JNK, JAK/STAT et ERK et aussi à l’activation du 
facteur de transcription NF-kB (Figure 4) (Henderson E.S., Lister T.A., Greaves M.F., 
2002).
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Figure 4 : Latent Membrane Protein 1 (LMP1)
Voies de signalisation de l’oncoprotéine LMP1 qui est une protéine membranaire activant 
plusieurs kinases et amenant à l’expression amplifiée et incontrôlée du facteur de 
transcription NF-kB. Figure adaptée de (Kim et al., 2008).
À l’inverse du récepteur CD40, LMP1 induit une activation qui n’est pas régulée, 
il en résulte une expression amplifiée et incontrôlée du facteur de transcription NF-kB qui 
amène un phénotype particulier et problématique pour les cellules. En effet, NF-kB est 
impliqué dans l’expression de plus de 200 gènes qui sont engagés dans la réponse 
immunitaire et les réactions cellulaires au stress mais aussi qui amènent l’expression de 
gènes anti-apoptotiques et de croissance cellulaire (Nogueira et al., 2011). Ainsi, dans de 
multiples cancers, ce facteur est activé de manière aberrante par les cellules cancéreuses 
afin de contrer l’apoptose et d’activer la multiplication des cellules. Chez le lymphome de 
Hodgkin, dans 40 à 50% des cas de cancer, plus de 90% des cellules cancéreuses 
expriment l’oncoprotéine LMP1. Par conséquent, dans environ la moitié des cas de 
lymphome de Hodgkin, la majorité des cellules cancéreuses sont infectées par le virus 
Epstein-Barr (Vockerodt et al., 2008). Des études sur l’ADN terminal épisomal du virus 
ont démontré que l’infection par le virus Epstein-Barr précède l’émergence des cellules 
tumorales (Henderson E.S., Lister T.A., Greaves M.F., 2002). De plus, il a été démontré 
que lorsque LMP1 est transfecté dans des lignées cellulaires hodgkiniennes, l’incidence 
des cellules multinucléées Reed-Stemberg augmente (Knecht et al., 2010). Ainsi, le viras 
Epstein-Barr jouerait un rôle dans l’évasion de l’apoptose des cellules infectées et 
l’oncoprotéine LMP1 exprimée par ce dernier participerait à la transition d’une cellule
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mononucléée de Hodgkin à une cellule multinucléée Reed-Stemberg. Cependant, le 
mécanisme exact par lequel LMP1 amène la multinucléation demeure à ce jour inconnu. 
Dans les cas de lymphome de Hodgkin sans l’infection du virus Epstein-Barr, les cellules 
réussissent aussi à évader l’apoptose, toutefois, le processus d’évasion de ces cellules 
n’est pas identifié. Malgré tout, des études ont permis de déterminer que la voie de 
signalisation de NF-kB pourrait avoir subi des mutations dans certains cas pour aboutir à 
une activation constitutive du facteur en absence du virus (Henderson E.S., Lister T.A., 
Greaves M.F., 2002).
Les télomères
L’extrémité des chromosomes est sous forme d’une structure spécialisée appelée 
télomère. Cette structure possède deux fonctions, la première étant de résoudre le 
problème de réplication des extrémités des chromosomes linéaires et la seconde étant de 
camoufler les extrémités des chromosomes pour éviter que ces dernières ne soient 
interprétées comme des cassures dans l’ADN (Palm and de Lange, 2008; Palm et al.,
2009) et subissent des fusions ou recombinaisons inappropriées (Sarraf and Harper,
2010). Chez les humains, la séquence des télomères est composée de (TTAGGG)n en 
répétition sur environ 10 à 15 kb (Kappei and Londono-Vallejo, 2008). La structure des 
télomères est recourbée sur elle-même en forme dite T-Loop et cette formation est 
maintenue en place par la présence de protéines appelées shelterins (de Lange, 2005; 
Griffith et al., 1999). Les shelterins sont en fait un complexe composé de six protéines 
qui ont pour fonction de donner aux télomères leur structure en forme de T-Loop. Ce 
complexe est composé des telomeric repeat binding factor 1 et 2 (TRF1 et TRF2), 
Repressor/Activator Protein 1 (Rapl), Protection Of Telomeres 1 (POT1), 
TINT1/PTOP/PIP1 (TPP1), et finalement TRFl-Interacting Nuclear protein 2 (TIN2) 
(Palm and de Lange, 2008). Ces six protéines, TRF1, TRF2, POT1, TPP1, Rapl et TIN2 
assurent, ensemble, que la structure des télomères soit conservée et ainsi qu’ils 
conservent leur intégrité (Figure 5).
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Figure 5 : Les télomères et le complexe des shelterins
Les télomères sont les séquences d’ADN répétitives localisées aux extrémités des 
chromosomes. Ces séquences sont recourbées en structure en forme de T-Loop qui 
permet de protéger l'extrémité de l’ADN des chromosomes linéaires afin d’éviter que ces 
dernières ne soient reconnus comme un dommage dans l’ADN. Un complexe composé de 
6 protéines nommé complexe des shelterins a pour rôle d’assurer le maintien de la 
structure de l’ADN télomérique. Figure adaptée de (Wu and Zakian, 2010).
Le complexe des shelterins
Les protéines TRF1 et TRF2 se lient à l’ADN télomérique double brin tandis que 
POT1 se lie à l’ADN télomérique simple brin. Les protéines TPP1, TIN2 et Rapl servent 
à faire le pont entre les protéines qui se lient à l’ADN télomérique. Ces protéines, malgré 
le fait qu’elles sont essentielles, sont moins bien caractérisées que les trois protéines qui 
se lient à l’ADN télomérique TRF1, TRF2 et POT1. D a été démontré que la protéine 
TIN2 lie simultanément les protéines TRF1 et TRF2 et que Rapl se lie à TRF2, de plus, 
l’immunoprécipitation de TRF1 précipite tout le complexe des shelterins (Takai et al.,
2010). Dans certaines lignées cellulaires humaines, un niveau d'expression de TRF2 
inférieur de 10X à la moyenne amène une manifestation de problèmes au niveau de la 
prolifération cellulaire sans toutefois amener un raccourcissement des télomères. Après 
un certain temps, le niveau de TRF2 dans les cellules était porté à augmenter, ce qui 
signifie qu'une sélection est appliquée chez les cellules vers la conservation de cellules 
avec une expression de TRF2 plus élevée (Takai et al., 2010). Aussi, la délétion de TRF2 
est suivie de la perte quasi totale de Rapl dans les cellules et les télomères sont alors 
largement déprotégés et deviennent par la suite dysfonctionnels à cause de l’érosion 
qu’ils subissent. Cependant, la présence de TRF1 dans ces conditions ne varie pas ce qui 
porte à croire que TRF1 et TRF2 sont indépendants l’un de l’autre. Il a été déterminé que
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TRF2, par sa présence sur les télomères, inhibe l’activation de la sérine/thréonine kinase 
Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) (Dimitrova and de Lange, 2009) qui est essentielle 
pour la réparation des cassures dans l’ADN double brin. Ainsi, par sa présence, TRF2 
évite que l’extrémité du chromosome soit reconnue comme une cassure dans l’ADN. La 
voie de signalisation suivant l’activation de l’ATM est caractérisée par une boucle de 
rétroaction positive. En effet, lorsqu’ATM est activée, il y a activation de p53 qui à son 
tour active Siahl qui, elle, ubiquitine TRF2 pour dégrader les protéines davantage et 
amplifier la déprotection des télomères afin d’amener à leur réparation rapidement 
(Horikawa et al., 2011 >. Cette réparation se concrétise par l’usage de jonction 
d’extrémités non homologues (Non-Homologous End Joining -  NHEJ) qui fusionne des 
extrémités d’ADN fragmentés ensemble. Cependant, dans le cas des télomères, ces 
jonctions d ’extrémités non homologues peuvent aboutir à la fusion des télomères (Figure 
6) de deux chromosomes (Celli and de Lange, 2005) ce qui provoque davantage de 
fragmentations au moment de la division de la cellule (Goodarzi et al., 2008).
A B
Figure 6 : Rôle de TRF2 dans la protection des télomères
La protéine TRF2 du complexe des shelterins se lie à l’ADN télomérique double brin. En 
A) Étalement d’une métaphase lorsque TRF2 est présent. En B) Étalement d’une 
métaphase lorsque TRF2 est absent. Dans le cas où TRF2 est absent, la kinase ATM est 
recrutée aux sites déprotégés comme s’il s’agissait de cassures double brin dans l’ADN. 
Cette extrémité est alors réparée à tort ce qui entraîne des jonctions d’extrémités non 
homologues qui résultent avec la fusion des chromosomes. Figure adaptée de (Denchi 
and de Lange, 2007).
TRF1 et TRF2 sont des protéines exprimées de manière constante, c’est-à-dire 
qu’elles sont présentes en très grande quantité en tout temps dans les cellules. Peu est
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connu sur la régulation de l’expression de ces protéines sauf pour la régulation au niveau 
de leur dégradation par le protéasome. En effet, ces protéines subissent des modifications 
post-traductionnelles telle que la poly-(ADP-ribosyl)ation par la tankyrase 1 qui amène 
TRF1 (Hsiao and Smith, 2008) à se délier des télomères et entraîne la polyubiquitination 
de la protéine par Fbx4, de la famille des SCF Ubiquitin Ligases E4, qui est suivie de sa 
dégradation par le protéasome (Lee et al., 2006)(Zeng et al., 2010)(Cardozo and Pagano, 
2004).
La protéine POT1 quant à elle, se lie à TPP1 et à l’ADN télomérique simple brin, 
ces deux protéines recrutent la télomérase et régulent ainsi la longueur des télomères en 
plus de veiller à les protéger de la dégradation rapide ou encore de la machinerie de 
réparation de l’ADN de la cellule (Chen et al., 2007). Dans certaines lignées cellulaires 
humaines, une diminution de l'expression de POT1 de 10X par rapport à la normale 
résulte en un phénotype de télomères déprotégés (Takai et al., 2010). Aussi, une autre 
étude rapporte que lorsque POT1 est inhibé par l'usage de shRNA à 5 - 10% de son 
niveau normal, les cellules démontraient des troubles au niveau de la maintenance de 
l'extrémité simple brin des chromosomes en plus de manifester un phénotype de 
télomères dysfonctionels (Hockemeyer et al., 2005). Une perte de POT1 ou TPP1 
entraîne l’activation de la kinase Ataxia telangiectasia- et Rad3-related (ATR) chez les 
cellules. Il s’agit d’une second mécanisme de réparation de l’ADN qui implique la 
jonction d’extrémités non homologues mais aussi la recombinaison homologue de l’ADN 
(Litman Flynn et al., 2012). Ainsi, lorsque les protéines TRF2 et POT1 sont présentes en 
quantité suffisante sur les télomères, ces derniers maintiennent leur conformation en T- 
Loop et demeurent intacts. Toutefois, lorsque la présence des protéines se fait rare, soit 
par l’inhibition de ces dernières ou encore par la faible quantité d’ADN télomérique 
disponible, les protéines ne suffisent plus à inhiber les processus de réparation de l’ADN 
et ces derniers sont activés. La machinerie de réparation de l’ADN provoque la fusion des 
télomères de chromosomes voisins ce qui engendre des problèmes une fois que la cellule 
tente de se diviser (Figure 7). En effet, lors de la division cellulaire, si deux chromosomes 
fusionnés sont divisés dans les deux cellules, il va y avoir cassure de l’un ou l’autre de
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ces chromosomes menant à davantage de réparation de ces derniers ce qui augmente les 
risques de réparations erronées.
Grande quantité de TRF2 et POT1 Faible quantité de TRF2 et POT1
Réponse de réparation de l’ADN
ADN télomérique et 
Complexe des shelterins
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Figure 7 : Rôle des protéines TRF2 et POT1 dans la protection des télomères
Les protéines du complexe des shelterins ont pour rôle de maintenir la structure des 
télomères en forme de T-Loop et dans le cas de TRF2 et POT1, leur présence assurent 
l’inhibition de processus de réparation de l’ADN. En cas de diminution de la présence de 
ces protéines, les cellules peuvent soit entrer en sénescence ou encore subir des 
réparations. Dans le cas où elles subissent des réparations, il s’agit d ’une mauvaise 
interprétation de l’extrémité des chromosomes par la cellule. En effet, cette dernière 
interprète à tort l’extrémité de son ADN linéaire comme une cassure d’ADN double brin 
et ainsi répare l’extrémité comme elle le ferait pour une cassure ce qui amène à la fusion 
des chromosomes. Figure adaptée de (Azzalin and Lingner, 2007).
FISH des télomères en trois-dimensions (3D)
Des analyses de fluorescent in situ hybridization (FISH) des télomères en 3D sur 
le contenu télomérique des cellules de Hodgkin et Reed-Stemberg ont été réalisées par le 
Dr. Knecht dans le laboratoire de la Dre. Mai au Genomic Centre for Cancer Research 
and Diagnosis (GCCRD), Winnipeg, Manitoba avec les microscopes et logiciels 
disponibles (Knecht et al., 2010). La technique du FISH consiste à hybrider des acides 
nucléiques désirés avec un fragment complémentaire d ’oligonucléotides couplés à un 
fluorophore qui constitue la sonde. Cette méthode permet la confirmation de la présence
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d’une séquence spécifiquement ciblée par la sélection des sondes et par la détection des 
signaux fluorescents par microscopie. L’étude des télomères par la méthode du FISH est 
donc réalisée avec des sondes couplées à un fluorophore dirigées contre les séquences 
télomériques. Ces sondes peuvent être détectées par microscopie et les signaux détectés 
peuvent être quantifiés ce qui permet l’estimation de la taille des télomères dans les 
cellules analysées (Klonisch et al., 2010). Le logiciel Teloview permet la quantification et 
l’analyse des signaux détectés par microscopie confocale en déconvolution. Ce type de 
microscopie permet de détecter les signaux sur plusieurs coupes d’une même cellule tout 
en associant les signaux hors focus à leur coupe d’origine pour éviter toute perte 
d’information (Vermolen et al., 2005). Au final, les signaux détectés dans ces coupes 
peuvent être utilisés pour reconstituer le contenu télomérique des cellules étudiées en 
trois dimensions (Figure 8). En effet, la quantification permet une reconstitution qui est 
fidèle aux signaux détectés ce qui permet d’estimer la taille des télomères présents dans 
la cellule analysée, mais aussi leur position dans le noyau de cette dernière. Cet outil 
permet ainsi la comparaison du contenu et de la masse télomérique de plusieurs cellules 
dans diverses conditions.
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Figure 8 : Schéma de la détection des signaux en FISH des télomères en 3D par 
microscopie confocale avec déconvolution
La prise de données en FISH des télomères en 3D se fait sur plusieurs coupes de la 
cellule sur l’axe des Z ce qui donne au final plusieurs prises de données sur plusieurs 
plans d’une même cellule. Les signaux détectés sont quantifiés et peuvent alors être 
analysés et utilisés pour faire des reconstitutions en trois dimensions du contenu 
télomérique d’une cellule tout en tenant compte de la taille des télomères présents dans 
cette dernière grâce à la quantification. Figure adaptée de (Klonisch et al., 2010).
Analyse des cellules de Hodgkin et Reed-Stemberg en FISH des télomères 
en 3D
Pour tenter de caractériser davantage la transition d’une cellule de Hodgkin 
mononucléée à une cellule Reed-Stemberg multinucléée, le Dr. Knecht a réalisé, en 
collaboration avec la Dre. Mai, une étude des télomères par FISH en 3D de cellules 
mononucléées et de cellules multinucléées et par la suite, leur contenu télomérique a été 
comparé (Figure 9) (Knecht et al., 2009). Le raisonnement derrière cette analyse est que 
l’état des télomères des cellules cancéreuses peut donner des indices sur le pronostique 
du patient. En effet, dans la leucémie lymphoïde chronique (LLC), il a été observé que 
l’action de la télomérase et la quantité de protéines du complexe des shelterins présentes
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joueraient un rôle dans la pathogenèse du cancer (Sellmann et al., 2011). Plusieurs études 
ont démontré que de petits télomères sont associés à une médiane de survie plus courte 
que pour les télomères longs chez les personnes atteintes de la leucémie lymphoïde 
chronique. De plus, la taille des télomères corrèle positivement avec une progression vers 
une élimination des cellules cancéreuses et par conséquent de meilleures chances de 
survies. En résumé, ces études permettent d’établir que les patients ayant des cellules 
cancéreuses aux télomères courts ont de moins bonnes chances de survie que les patients 
ayant des cellules cancéreuses aux télomères longs dans le contexte de la leucémie 
lymphoïde chronique (Bechter et al., 1998; Damle et al., 2004; Grabowski et al., 2005; 
Hultdin et al., 2003; Roos et al., 2008; Roos et al., 2008; Sellmann et al., 2011). En 
sachant que l’analyse des télomères permet déjà d’établir un pronostic dans certains 
cancers, l’analyse des télomères chez les cellules cancéreuses du lymphome de Hodgkin 
pourrait amener certains éléments de réponse quant aux mécanismes responsables de la 
multinucléation mais aussi quant à l’évaluation du pronostic ou encore des possibilités de 
rechutes des patients.
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Figure 9 : Représentations tridimensionnelles des télomères d’une cellule de 
Hodgkin et d’une cellule Reed-Stemberg de la lignée cellulaire hodgkinienne L1236 
suite à une analyse des télomères par FISH en 3D
A) Représentation tridimensionnelle des télomères (rouge) d’une cellule mononucléée de 
Hodgkin de la lignée cellulaire hodgkinienne L1236. B) Représentation tridimensionnelle 
des télomères (rouge) d’une cellule binucléée (deux noyaux) de Reed-Stemberg de la
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lignée cellulaire hodgkinienne L1236. Figure gracieusement fournie de (Knecht et al., 
2009).
Ces résultats publiés par le Dr. Knecht en 2009 (Knecht et al., 2009) amènent des 
observations intéressantes sur les cellules mononucléées de Hodgkin et les cellules 
multinucléées Reed-Stemberg. Lorsque l’on compare le contenu télomérique de la cellule 
de Hodgkin au contenu télomérique de la cellule Reed-Stemberg, plusieurs distinctions 
peuvent être observées en commençant par le fait que la cellule binucléée est beaucoup 
plus volumineuse que la cellule mononucléée. En effet, les échelles sur les axes des X et 
Y des graphiques tridimensionnels se rendent jusqu’à 16 pm pour la cellule mononucléée 
(Figure 9 A) tandis qu’elles se rendent jusqu’à 35 pm pour la cellule binucléée (Figure 9
B). Comme les reconstitutions sont fidèles à la taille des cellules, les échelles y sont 
adaptées ce qui signifie que la cellule binucléée est deux fois plus volumineuse que de la 
cellule mononucléée. Par la suite, il est possible de constater que la cellule mononucléée 
de Hodgkin a des télomères qui sont plus gros (Figure 9 A) que les télomères de la cellule 
multinucléée Reed-Stemberg (Figure 9 B). Ainsi, en prenant en considération le fait que 
la cellule Reed-Stemberg a deux fois la taille de la cellule mononucléée dans cette 
analyse, on remarque que la cellule binucléée a des télomères beaucoup plus petits et que 
sa masse télomérique totale (la quantité totale de signaux) est inférieure à celle de la 
cellule de Hodgkin (Figure 9 A et B). Cette observation est d’autant plus importante en 
considérant le fait que la cellule binucléée possède sans doute plus de chromosomes que 
la cellule de Hodgkin et que les extrémités de ces chromosomes devraient, en temps 
normal, être protégées par les protéines du complexe des shelterins et donc disposer 
d’ADN télomérique. Par conséquent, la transition d’une cellule de Hodgkin à une cellule 
Reed-Stemberg semble être accompagnée d’une diminution de la masse télomérique.
Distribution des télomères selon leur taille suite à une analyse de FISH en 
3D des télomères sur des cellules multinucléées
Les analyses par FISH des télomères en 3D offrent la possibilité de construire des 
représentations en 3D des télomères dans le noyau de la cellule, mais cette technique 
offre aussi une quantification de chaque signal obtenu permettant d’analyser la 
distribution des télomères selon la taille pour chaque cellule analysée. En effet, chacun
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des signaux en rouge obtenus est quantifié par le logiciel TeloView (Chuang et al., 2004) 
ce qui permet de travailler avec une base de donnée quantifiant chacun des signaux 
détectés pour les télomères lors de l’acquisition par microscopie confocale. Grâce à ce 
programme, il a été possible d’analyser l’intensité des télomères des cellules 
multinucléées BJAB tTA LMP1 (lignée cellulaire du lymphome de Burkitt composée de 
cellules B au stade post-germinal avec un système inductible pour l’oncoprotéine LMP1; 
voir section Matériels et Méthodes -  Lignées cellulaires -  BJAB tTA LMP1) par FISH 
des télomères en 3D. Cette analyse a été réalisée par le Dr. Knecht en collaboration avec 
Dre. Mai au Genomic Centre fo r  Cancer Research and Diagnosis (GCCRD), Winnipeg, 
Manitoba. À partir des données obtenues, une distribution des télomères, selon leur taille 
(en intensité relative), a pu être établie pour des cellules multinucléées cultivées dans 
quatre conditions, soit 30 cellules multinucléées après 7 jours de culture sans induction de 
l’oncoprotéine LMP1, 30 cellules multinucléées après 7 jours de culture avec l’induction 
de LMP1, 30 cellules multinucléées après 14 jours de culture avec induction de LMP1 et 
finalement 30 cellules multinucléées après 21 jours de culture avec induction de LMP1 
(Figure 10).
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Figure 10 : Distribution des télomères selon leur taille en intensité relative après 
analyse des télomères par FISH en 3D de cellules multinucléées BJAB tTA LMP1
-«»- Distribution des télomères de 30 cellules multinucléées BJAB tTA LMP1 après 7 
jours de culture sans l’induction de LMP1 (pour un total d'environ 3100 télomères 
analysés). Distribution des télomères de 30 cellules multinucléées BJAB tTA 
LMP1 après 7 jours de culture avec l’induction de LMP1 (pour un total d'environ 3500 
télomères analysés). "  Distribution des télomères de 30 cellules multinucléées 
BJAB tTA LMP1 après 14 jours de culture avec l’induction de LMP1 (pour un total 
d'environ 4700 télomères analysés). Distribution des télomères de 30 cellules BJAB 
tTA LMP1 après 21 jours de culture avec l’induction de LMP1 (pour un total d'environ 
5800 télomères analysés). Figure gracieusement fournie du Dr. Knecht (Knecht and Mai, 
2011).
Cette distribution des télomères selon leur taille (en intensité de fluorescence 
relative) (Figure 10) permet de visualiser l’évolution que suivent les télomères des 
cellules multinucléées BJAB tTA LMP1 en 21 jours de culture avec induction de LMP1. 
Il peut être observé que le nombre de télomères situés aux intensités de 1 000 à 15 000 
(signifiant les télomères courts) augmente au courant du temps de culture des cellules 
multinucléées. En effet, le nombre de télomères courts dénombrés chez les cellules 
multinucléées augmente pendant les 21 jours de culture. Aussi, une augmentation du
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nombre de télomères de taille moyenne peut être observée chez les cellules en culture 
depuis 14 jours. On remarque qu’à 14 jours d’induction , il y a une augmentation 
du nombre de télomères ayant une intensité de 15 000 à 30 000 soit les télomères de taille 
moyenne (Knecht et al., 2010) en comparaison avec les conditions à 7 jours de culture 
( et Finalement, la comparaison des télomères des cellules multinucléées ayant 
été cultivées pendant 21 jours avec l’induction de LMP1 avec toutes les autres 
conditions (7 jours sans induction -**- , 7 jours avec induction et 14 jours avec
induction ) soulève un point important. En effet, le nombre de petits télomères 
augmente de manière significative chez ces cellules. De plus, les nombres de télomères 
de taille moyenne, mais aussi de grande taille (intensité de 15 000 à 30 000 et supérieure 
à 30 000 (Knecht et al., 2010)) ont diminué après 21 jours de culture comparé aux 
télomères des cellules après 14 jours. Il pourrait être postulé que les télomères de taille 
moyenne observés dans les cultures de 14 jours avec induction raccourcissent 
jusqu’à devenir des télomères très courts. Cette hypothèse pourrait expliquer les 
différences majeures observées entre les courbes des 14 jours et des 21 jours ,
soit une augmentation des courts télomères dans les conditions à 21 jours, mais aussi une 
diminution des télomères moyens comparés aux conditions à 14 jours.
Hypothèse
Ces résultats, obtenus par le Dr. Knecht en collaboration avec Dre. Mai en 2010 
ont permis d’établir une hypothèse quant à l’origine de la formation des cellules 
multinucléées Reed-Stemberg. Il est connu que les cellules mononucléées de Hodgkin 
sont les précurseurs des cellules multinucléées Reed-Stemberg, toutefois, les événements 
génétiques menant à la transition d’une cellule de Hodgkin à une Reed-Stemberg sont 
toujours à déterminer. En sachant que les cellules Reed-Stemberg ont une perte de leur 
masse télomérique comparée aux cellules de Hodgkin et que leurs télomères subissent 
une érosion au fil du temps, il peut être postulé que l’état des télomères des cellules joue 
un rôle dans le développement de la multinucléation (Figure 11).
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Figure 11 : Modèle de la transition d’une cellule de Hodgkin à une cellule Reed- 
Sternberg basé sur l’état des télomères
Modèle présentant l’hypothèse du rôle des télomères dans la transition d’une cellule de 
Hodgkin (H) mononucléée à une cellule Reed-Stemberg (RS) multinucléée. Schéma des 
télomères (rouge) en 3D des noyaux des cellules représentant l’évolution de la transition 
vers la multinucléation d’une cellule mononucléée. Figure adaptée de (Knecht et al., 
2009).
La Figure 11 illustre le modèle posé pour expliquer la transition d’une cellule 
mononucléée à une cellule multinucléée. L’hypothèse étant que l’état des télomères des 
cellules jouerait un rôle clé dans la formation de la multinucléation. Les résultats obtenus 
par les analyses de FISH en 3D rapportent des différences importantes entre les cellules 
mononucléées et multinucléées au niveau de l’intégrité et de la quantité de leurs 
télomères. Ainsi, une cellule mononucléée de Hodgkin ayant un contenu télomérique 
normal peut entrer en de multiples mitoses jusqu’à ce que son contenu télomérique ne 
soit trop compromis pour terminer avec succès la mitose. Cette dernière pourra résulter à 
une cellule binucléée de Reed-Stemberg ou encore une cellule de Hodgkin mononucléée
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au noyau très large ayant un contenu encore suffisamment riche en télomères ou encore à 
une cellule Reed-Stemberg binucléée avec l’un noyau ayant des télomères quasiment 
absents dit noyau fantôme. Dans ces trois voies, seule la cellule de Hodgkin géante 
possède encore suffisamment de télomères pour tenter une mitose qui pourrait résulter à 
soit une cellule Reed-Stemberg tri- ou tétranucléée suite à l’échec de terminer la mitose à 
cause de plusieurs événements, notamment la quantité anormale de chromosomes 
présents dans cette cellule mononucléée géante. Enfin, selon l’état des télomères, ces 
cellules peuvent tenter de nouveau des mitoses jusqu’à devenir des cellules Reed- 
Stemberg géantes pouvant atteindre des dizaines de noyaux (Figure 11). Comme les 
cellules Reed-Stemberg sont à leur stade final et qu’aucune des mitoses qu’elles tenteront 
ne résultera à la formation de nouvelles cellules, mais bien à la formation de davantage de 
noyaux, ces cellules multinucléées doivent être créées. C ’est pourquoi il est pertinent de 
tenter de comprendre l’origine de ces cellules qui sont responsables de plusieurs 
symptômes ressentis par les patients. Ajoutons que dans 10 à 20% des cas de lymphome 
de Hodgkin, les patients ne pourront être guéris et vont décéder de la maladie. Ainsi 
l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques pourrait contribuer à diminuer le 
nombre de décès causés par cette maladie. En minimisant les cas où les cellules 
tumorales sont résistantes aux traitements, les décès dus à une absence de réponse à ces 
derniers pourraient être évités (Kuppers, 2010). De plus, ces études pourraient permettre 
d ’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques plus précises et moins dommageables pour 
les patients à long terme.
L’aspect visé dans ce travail est l’étude de l’impact de la déprotection des 
télomères sur la multinucléation des cellules B dans le contexte du lymphome de 
Hodgkin. Ainsi, les expériences menées au cours de ma maîtrise ont été établies dans le 
but d’amener des éléments de réponse quant à l’implication des télomères dans la 
formation des cellules Reed-Stemberg.
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II - Matériels et Méthodes
Lignées cellulaires BJAB tTA et BJAB tTA LMP1
Les lignées cellulaires BJAB tTA et BJAB tTA LMP1 ont été obtenues de M 
Martin Rowe (Floettmann et al., 1996). Les cellules BJAB sont des lymphocytes B non 
atteints du virus Epstein-Barr ayant les caractéristiques du lymphome de Burkitt sans, 
toutefois, posséder la translocation chromosomique typique de ce lymphome(Floettmann 
et al., 1996). Elles sont donc des cellules B post germinale, soit, le même type et stade de 
différenciation que les lymphocytes du lymphome de Hodgkin (Kuppers, 2009). Les 
cellules BJAB tTA LMP1 expriment l’oncoprotéine LMP1 grâce à un système dit «Tet- 
off» (BD Biosciences Clonetech, 2003), c ’est-à-dire qu’en absence de tétracycline, la 
cellule exprime l’oncoprotéine. Inversement, la présence de l’antibiotique inhibe 
l’expression de la protéine virale (Figure 12).
BJAB tTA
Les BJAB tTA, la lignée parentale des BJAB tTA LMP1, possèdent le plasmide 
stablement transfecté pUHD15-l exprimant tTA (tetracyclin-controlled transactivator) 
(Floettmann et al., 1996). Ce tetracyclin-controlled activator, soit tTA, contient deux 
éléments. Le premier, la protéine Tet repressor, TetR de E.Coli, sert, en temps normal, de 
répresseur de transcription. Le second élément est le domaine d’activation VP16 qui 
transforme le TetR répresseur de transcription de E.coli en un activateur.
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BJAB tTA LMP1
Les BJAB tTA LMP1, quant à elles, possèdent non seulement le plasmide 
d’expression de tTA pUHD15-l, mais aussi le plasmide pJEF-6, soit, l’élément TRE 
(tetracyclin response element) réponse, localisé en aval du promoteur du cytomégalovirus 
(PminCMV), qui lui, contrôle l’expression de la protéine voulue, dans ce cas, LMPl(Kim 
et al., 2000). Ainsi, l’action d’induction de ce plasmide est sous contrôle d’un 
antibiotique, la tétracycline ou la doxycycline, une tétracycline semi-synthétique (Figure 
12).
Système Tet-Off 
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Figure 12 : Schéma de la régulation de gènes par le système Tet-Off
L’élément TRE localisé en amont du promoteur du cytomégalovirus (PminCMV) n’est 
pas activé en présence de tétracycline. La tétracycline se lie au complexe tTA/VP16 
modifiant la conformation du complexe et rendant la liaison du tTA/VP16 au TRE 
impossible. La transcription du gène d’intérêt n’a lieu que lorsque ces éléments sont liés. 
Figure adaptée de BD Biosciences Clonetech Tet-Off an Tet-On Gene Expression 
SystemUser Manual, 2003 (BD Biosciences Clonetech, 2003).
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Ainsi, dans le système Tet-Off de BD Biosciences Clonetech, le tTA est exprimé 
grâce au plasmide pUHD15-l. En absence de tétracycline, le tTA, composé de TetR et de 
VP16 se fixe à son élément de réponse, le TRE présent sur le plasmide pJEF-6, pour 
activer la transcription du gène codant pour l’oncoprotéine LMP1. Au contraire, en 
présence de tétracycline, celle-ci se lie au tTA, modifiant sa conformation et rendant 
impossible son action d’activateur de transcription en l’empêchant de se fixer à l’élément 
de réponse TRE. Ainsi, la protéine n’est pas exprimée en présence de tétracycline comme 
démontré sur la Figure 13.
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Figure 13 : Schéma de la régulation de l’expression de LMP1 par la tétracycline
L’expression de l’oncoprotéine LMP1 est sous le contrôle de la tétracycline dans les 
cellules BJAB tTA LMP1. La présence de tétracycline inhibe l’expression de la protéine 
virale tandis que l’absence de l’antibiotique permet l’expression de LMP1. Les Figures 
du bas sont des photos d’immunohistochimie détectant la présence de LMP1 (signaux en 
brun). En présence de tétracycline, le signal est absent tandis qu’il y a une grande 
quantité de signaux en absence de l’antibiotique. Les cellules BJAB tTA LMP1 nous ont 
été données par M Martin Rowe (Floettmann et al., 1996). Figure adaptée de 
http://teachline.ls.huji.ac.il.
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Manipulations des cellules
Entretien des cellules
Les cellules sont maintenues en culture dans un milieu de RPMI-1640 (Sigma- 
Aldrich) contenant 10% de sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté et lpg/mL de 
tétracycline pour les BJAB tTA LMP1 qui doivent être maintenues en présence de 
tétracycline pour éviter l’expression de l’oncoprotéine LMP1. Lorsque l’induction est 
désirée, les cellules sont centrifugées à environ 100 x g pendant 5 minutes puis rincées au 
PBS et, par la suite, recentrifugées et, finalement resuspendues dans du RPMI-1640 
contenant 10% de SVF décomplémenté sans tétracycline pour permettre l’induction. Les 
cellules BJAB tTA sont cultivées dans un milieu de RPMI-1640 contenant 10% de SVF 
décomplémenté en présence ou absence de tétracycline. Enfin, les cellules BJAB tTA 
contenant les plasmides pTER+TRF2-l, pTER+TRF2-5 et pTER+POTl sont cultivées 
dans un milieu de RPMI-1640 contenant 10% de SVF décomplémenté sans tétracycline 
pour éviter l’induction du shRNA. Lorsque l’induction de ce dernier est désirée, lpg/mL 
de tétracycline est ajouté au milieu de culture. Toutes les manipulations de ces cellules 
sont effectuées sous une hotte biologique (Forma Scientific Class II A/B3 Biological 
Safety Cabinet) avec des outils stériles, le tout préalablement décontaminé. Les cellules 
sont maintenues dans des vials de culture cellulaire T25, T75 (Falcon) ou encore des 
plaques à culture cellulaire.
Passage des cellules
Comme les cellules sont en suspension, il n’est pas nécessaire d’utiliser de la 
trypsine pour ces dernières, ainsi, à l’aide d’une pipette 5 mL, 4 mL de milieu contenant
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les cellules sont retirés et remplacés avec un milieu neuf préalablement chauffé à 37°C. 
Le volume retiré et remplacé peut varier selon la densité de cellules. Les cellules sont 
généralement passées le lundi, le mercredi et le vendredi, cependant la fréquence des 
passages peut varier selon la croissance et condition de culture des cellules.
Congélation des cellules
Approximativement 1 million de cellules sont congelées dans un vial à 
congélation stérile. Les cellules sont d’abord centrifugées à 100 x g pendant 1 minute 
puis resuspendues dans 1 mL de solution de RPMI-1640 contenant 10 % de SVF et 5 % 
de DMSO puis les vials sont déposés dans un portoir en styromousse dans un congélateur 
à -80°C pour au moins 24 heures avant d’être mis dans l’azote liquide.
Décongélation des cellules
Le vial contenant les cellules est retiré du compartiment se trouvant dans la 
bonbonne d’azote liquide et est laissé à décongeler à température pièce sous la hotte 
biologique décontaminée. Une fois décongelées, les cellules sont centrifugées à 100 x g 
pendant 1 minute et le surnageant est enlevé. Les cellules sont, par la suite, resuspendues 
dans du RPMI-1640 contenant 10% de SVF avec ou sans antibiotique dépendamment des 
cellules. Dans le cas des cellules ayant intégré les plasmides pTER+TRF2-l, 
pTER+TRF2-5 ou pTER^POTl, ces dernières sont incubées avec 800pg/mL de zéocine 
pendant 1 ou 2 semaines suite à une décongélation.
Électroporation des cellules
Les électroporations s’effectuent sur un GenePulserlI Electroporation System 
Biorad. Deux millions de cellules sont centrifugées et resuspendues dans 500pL de RPMI
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contenant 10% de SVF décomplémenté sans antibiotique auxquels sont ajoutés 0,24pM 
de siRNA ou lpg de shRNA. Quatre cents microlitres sont alors transférés dans une 
cuvette d’électroporation avec un écart de 2 mm et les cellules sont électroporées à 250V, 
975pF et 200 fî. Les cellules demeurent, par la suite, dans la cuvette environs 5 minutes 
avant d’être transférées dans un vial de culture cellulaire T25 contenant du RPMI 
contenant 10% de SVF décomplémenté avec ou sans tétracycline.
Tests de toxicité des antibiotiques
Avant d’utiliser des antibiotiques de sélection tels que la zéocine et la 
puromycine, des tests de toxicité ont été effectués sur les cellules afin de déterminer la 
concentration d’antibiotique à utiliser pour tuer les cellules tout en créant une sélection. 
Une concentration d’antibiotique trop élevée peut tuer toutes les cellules même celles 
ayant intégré un gène de résistance. Aussi, une concentration trop faible peut ralentir la 
croissance des cellules non résistantes tout en les gardant vivantes. Ainsi, il est important 
de déterminer la dose idéale d’antibiotique qui va tuer les cellules non résistantes tout en 
permettant aux cellules résistantes de survivre. Les tests de toxicité s’effectuent dans une 
plaque 6 puits où 200 000 cellules sont déposées par puits (Figure 20).
Zéocine
oo
Puromycine
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Zéocine Puromycine
1. 0 (jg/mL 0,5pg/mL
2. 800 pg/mL 0,25 pg/m L
3. 400pg/mL 0,125pg/mL
4. 200pg/mL 0,0625pg/mL
5. lOOpg/mL 0,03125pg/mL
6. 50|ig/mL Opg/mL
Figure 20 : Tests de toxicité avec la zéocine et puromycine sur les BJAB tTA
Le test de toxicité sur les cellules BJAB tTA avait pour but de déterminer la 
concentration idéale d’antibiotique à utiliser pour sélectionner les cellules ayant intégré 
les plasmides. La concentration à utiliser ont été obtenues des manuels d’utilisation des 
antibiotiques en question (Invitrogen, 2010; Invitrogen, 2010; Invitrogen, 2010; 
Invitrogen, 2010; Sigma-Aldrich; Sigma-Aldrich).
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Ainsi, les cellules sont mises en culture avec les concentrations d’antibiotiques 
données et elles sont observées à tous les jours pour une période d’une semaine. La 
concentration idéale d’antibiotique voulu devrait tuer les cellules à partir de 3 ou 4 jours. 
Une concentration trop faible prendra plus de temps pour tuer les cellules, une 
concentration trop forte prendre 1 ou 2 journées pour les tuer. C ’est de cette manière que 
les concentrations idéales d’antibiotique ont été déterminées, soit 800 pg/mL pour la 
zéocine et 0,2pg/mL pour la puromycine.
Centrifugation cytologique (cytospins) des cellules
Les centrifugations cytologiques servent à fixer et colorer les cellules sur des 
lames afin de permettre la visualisation de leur noyau et cytoplasme en microscopie. Les 
cellules sont récoltées à une concentration de 500 000 cellules/mL et rapidement 
transportées au département d’hématologie, où les centrifugations sont effectuées. Un 
volume de lOOpL est pipetté dans un entonnoir superposant un carton absorbant et la 
lame (VWR). Le montage (lame, carton absorbant, entonnoir et support) est ensuite 
centrifugé (Shandon Cytospin 2) à une vitesse de 20 x g pendant 10 minutes avec une 
accélération lente. Les lames sont, par la suite, colorées (coloration de Wright) au 
département d’hématologie. Les lames sont visionnées à un grossissement de 1 000X sur 
microscope (Olympus, Clinical Microscope BX 46).
Comptes cellulaires
Les cellules, une fois centrifugées sur lames et colorées sont comptées en 
microscopie. Le microscope utilisé se trouve au département d’hématologie (Olympus, 
Clinical Microscope BX 46). Les comptes sont effectués en grossissement 1 000X pour 
bien définir le cytoplasme et les noyaux cellulaires. Le compte du pourcentage des 
cellules multinucléées s’effectue en comptant d’abord les cellules multinucléées. Ces
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dernières sont toutes cellules possédant plus d’un noyau. Dans certains cas, le second 
noyau est de petite taille, de là l’importance d’effectuer les comptes cellulaires sur un 
microscope assez performant. Enfin, une fois les cellules multinucléées identifiées, toutes 
les cellules du champ sont comptées puis le champ et changé et le compte recommencé. 
Pour éviter toute partialité, les lames sont numérotées aléatoirement sans indication du 
type de population cellulaire fixé sur la lame. Pour chaque lame, 200 cellules sont 
comptées et les essais ont été effectués au minimum en triplicata. Enfin, une fois les 
comptes terminés, les numéros de lames sont associés aux conditions et les comptes sont 
notés et analysées pour déterminer le pourcentage de cellules multinucléées dans les 
différentes populations.
Inhibition de l'expression de TRF2 par les small interfering RNA (siRNA)
Dans le but d’inhiber l’expression de la protéine TRF2, des siRNA ont été 
électroporés dans les cellules BJAB tTA LMP1. Les séquences formant le siRNA utilisé 
sont :
siRNA TRF2-3 #1 G G A U C U G G U U C U U C C U A C U d T d T
siRNA TRF2-3 #2 d T d T C C U A G A C C A A G A A G G A U G A
Les deux molécules ont été obtenues de la compagnie Pharmacon Research, Inc. Le 
siRNA duplex est dirigé contre les nucléotides 1058 à 1076 de l’ARNm de la protéine 
TRF2. Les siRNA sont resuspendus à une concentration de 50 pM  dans le l’eau nanopure 
puis les séquences sont hybridées en duplex de siRNA en incubant 200 p L  de chacun des 
oligonucléotides avec 100 p L  de tampon d’hybridation 5X pour un volume final de 500 
pL. La solution est incubée pendant 5 minutes à 90°C puis reposée à 37°C pendant 1 
heure. Les siRNA hybridés sont électroporés dans les cellules BJAB tTA LMP1 à une 
concentration de 0,24 pM  pour 2 millions de cellules. Comme les électroporations de 
siRNA ont un effet transitoire, les électroporations ont été répétées aux 4 jours pour 
assurer une diminution continue de l’expression de la protéine TRF2 au courant des 
essais.
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Obtention des lignées cellulaires exprimant des small hairpin RNA (shRNA)
Les small hairpin RNA utilisés pour inhiber l’expression des protéines TRF2 et 
POT1 dans les cellules BJAB tTA sont exprimés à partir du plasmide pTER+. Grâce au 
plasmide pUHD15-l exprimant tTA (tetracyclin-controlled transactivator) déjà présent 
dans les cellules BJAB tTA, l’expression de la séquence du shRNA présente sur le 
plasmide pTER+ peut être contrôlée par antibiotique. Les plasmides pTER+ contenant les 
séquences pour les shRNA ont été électroporés dans les cellules BJAB tTA, la lignée 
parentale des BJAB tTA LMP1. L’usage de la lignée parentale avait pour but d’éviter 
toute expression de l’oncoprotéine LMP1 lors de ces essais visant à déterminer l’impact 
de l’inhibition de ces protéines sur le multinucléation indépendamment de la présence de 
LMP1.
Plasmide pTER+
Le plasmide pTER+ (van de Wetering et al., 2003) nous a été donné du laboratoire 
de Pr Benoît Chabot. Il a été obtenu en insérant le promoteur H1 (promoteur de 
polymérase III provenant du plasmide pSUPER) en aval du double opérateur de 
tétracycline (Tétracycline operator : Tet O t o u  TO) dans le plasmide pcDNA™4/TO 
(Figures 14 et 15) (Invitrogen).
32
pcDNA^/TO
5078 bp
Figure 14 : Schéma du plasmide pcDNA™4/TO
Le plasmide pcDNA™4/TO (Invitrogen) a été utilisé comme plasmide de base pour 
l’obtention du plasmide pTER+ en y ajoutant le promoteur H l, pour la polymérase III, 
devant le double opérateur de tétracycline (2X TetOa) ainsi qu’une séquence de 
remplissage de 750 pb. Figure adaptée de Invitrogen Life Technologies Plasmid 
Information.
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Commentaires pour pENTR/pTER*
3313 nucléotides
T1 Séquence de terminaison de transcription : bases 106 - 
T2 Séquence de terminaison de transcription : bases 281 - 
a ttL l : Bases 358 -  457 (Brin complémentaire)
Promoteur de la polymérase III H l : bases 494-715 
750 pb de séquence de remplissage : bases 716 -  1472 
attL2 : bases 1542 -1640
Gène de résistance à la kanamycine : bases 1764 -  2573 
pUC origine : bases 2635 - 3308
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Figure 15 : Schéma du plasmide pENTR/pTER*
Le plasmide pENTR/pTER+ (Addgene) est similaire au plasmide pTER+ obtenu par van 
de Wetering (van de Wetering et al., 2003). La région du promoteur Hl avec l’opérateur 
tétracycline et la région remplissage sont exactes, toutefois, le gène de résistance et les 
autres éléments composant le plasmide pTER+ appartiennent à pcDNA™4/TO 
(Invitrogen). Figure adaptée de Addgene pENTR/pTER+ Plasmid Information.
En effet, le plasmide pTER+ est un mélange des éléments du plasmide 
pcDNA™4/TO (Invitrogen) et du plasmide pENTR/pTER+ (Addgene). La région du 
promoteur H l avec le double opérateur de tétracycline et la séquence de remplissage de 
750 nucléotides appartiennent au plasmide pENTR/pTER+ (Addgene). Cependant, ces 
séquences ont été ajoutées au plasmide pcDNA™4/TO (Invitrogen) pour bénéficier des 
gènes de résistances à la zéocine et ampicilline. Contrairement aux cellules BJAB tTA 
LMP1 (Figures 12 et 13), la position en amont du promoteur Hl par rapport au 
Tetracyclin Operator (Figure 16) entraîne un blocage de la transcription de la polymérase 
III sur le plasmide lorsque le TetR fusionné au VP16 composant le Tetracycline- 
conîrolled Transactivator (tTA) y est lié. Par conséquent, l’absence de tétracycline inhibe 
la transcription du shRNA. La présence de tétracycline empêche la liaison de tTA au 
Tet02 et permet la transcription du gène par la polymérase III et donc, l’expression du 
shRNA. En résumé, le rôle de la tétracycline dans l’expression des shRNA et de LMP1 
est inversé (Figure 16).
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Sans antibiotique
Tsmet«equenee | m t
Avec antibiotique
Figure 16 : Schéma du système d’expression du plasmide pTER+
L’expression du plasmide pTER+ (pcDNA 4/TO modifié) est contrôllée par 
antibiotique. La présence de doxycycline ou tétracycline permet 1' expression de la 
séquence d'intérêt. Le système est construit tel qu’il est à l’inverse de celui des cellules 
BJAB tTA LMP1. En effet, la présence d’antibiotique empêche la liaison du tTA au TO 
(Tetracyclin operator) ce qui amène une expression du gène sur le plasmide pTER+. 
Figure adaptée de (van de Wetering et al., 2003).
Plasmides pTER+ TRF2
Les séquences des shRNA destinés à inhiber l’expression de la protéine TRF2 ont 
été établies basées sur les travaux effectués dans le laboratoire de Mme Titia de Lange 
(Takai et al., 2010).
Séquence du shRNA TRF2-1 :
5’- GGAGCATGGTTCCTAATAA - 3’
Séquence du shRNA TRF2-5 :
5’- AC AGGAGC ATGGTTCCT A A - 3’
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À ces séquences, ont été ajoutés des sites de restrictions qui serviront à leur 
introduction dans le plasmide pTER+, ainsi que la séquence responsable de la forme en 
épingle du shRNA. Par conséquent, la séquence complète utilisée pour l’insertion du 
shRNA dans le plasmide pTER+.
T T T T T G G A A A
.GTTCTCTl C C T T T T C G A
Séquence BamHI
Séquence épingle
Séquence HindIII
Une fois les oligonucléotides obtenus, ils doivent être hybridés. Les 
oligonucléotides sont resuspendus à 100 pmol/pL et lpL est utilisé lors de l’hybridation 
avec 5 pL de tampon d’hybridation et 43 pL d’eau nanopure stérile. Les échantillons 
sont, par la suite, bouillis pendant 5 minutes à 95°C puis mis au repos à température 
ambiante pendant 15 minutes. Les deux séquences d’enzymes de restriction, soit BamHI 
et HindIII, sont agencées de manière à ce qu’aucune digestion ne soit requise suite à 
l’hybridation. Enfin, le plasmide pTER+ est, lui, digéré avec BglII et HindIII puis le 
vecteur est purifié et 50 à 100 ng est ligué avec lpL  de la séquence hybridée de shRNA 
(Figures 17 et 18).
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#392, pTER 
5109 pb
Figure 17 : Carte du plasmide pTER+ (#392)
Plasmide pTER+ avec les sites de restriction BglU et HindIII utilisés pour digérer le 
plasmide puis insérer les séquences des shRNA TRJF2 et POT1.
#396, pTER+ TRF2-1 
4415 pb
Figure 18 : Carte du plasmide pTER+TRF2-l (#396)
Plasmide pTER+TRF2-l obtenu suite à la digestion puis ligation du plasmide pTER+ avec 
le shRNA hybridé codant pour TRF2-1. L’expression du shRNA TRF2 est induite par 
l’ajout de tétracycline dans le milieu cellulaire. Le plasmide pTER+TRF2-5 (#397) a été 
obtenu et fonctionne de la même manière.
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Plasmide pTER+POTl
La séquence du shRNA pour l’inhibition de la protéine POT1 a été établie basée 
sur les travaux effectués dans le laboratoire de Mme Titia de Lange (Hockemeyer et al., 
2005).
Séquence du shRNA POT1 :
5’ -  GTACTAGAAGCCTATCTCA -  3’
La séquence du shRNA de POT1 est, elle aussi, insérée dans un oligonucléotide ayant les 
sites de restrictions BamHI et HindIII ainsi que la séquence de forme épingle mentionnée 
lors de la description des shRNA TRF2. L’insertion de l’oligonucléotide dans le 
plasmide pTER+ se fait de la même manière que pour les plasmides pTER+ TRF2. Soit 
par digestion du plasmide pTER+ par BglII et HindIII puis par ligation du vecteur 
résultant avec l’insert shRNA POT1 hybridé.
Induction des shRNA
Les plasmides pTER+TRF2-l, pTER+TRF2-5 et pTER+POTl ont été électroporés 
dans la lignée cellulaire BJAB tTA possédant le plasmide permettant l’expression du 
Tetracycline-controlled transactivator (tTA) composé du Tétracycline Repressor (TetR) 
fusionné au domaine d’activation VP16 qui permet de contrôler l’expression d’un gène 
voulu selon la présence ou l’absence de tétracycline. Comme mentionné précédemment, 
la construction du plasmide pTER+ est telle que la présence de tétracycline permet 
l’expression des shRNA (Figure 16). Ainsi, l’ajout de lpg/mL de tétracycline dans le 
milieu cellulaire amène l’induction des shRNA.
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Sélection des clones des shRNA
Suite à une électroporation de plasmides, les cellules doivent être sélectionnées 
avec un antibiotique afin de ne garder que les cellules ayant intégré le plasmide et acquis 
le gène de résistance à l’antibiotique spécifique à ce dernier. Cette sélection élimine les 
cellules n’ayant pas intégré le plasmide d’intérêt. Dans le cas des plasmides pTER'TRF2- 
1, pTER'TRF2-5 et pTER+POTl, l’antibiotique en question est la zéocine. Ainsi, suite à 
cette sélection, seules les cellules possédant le gène de résistance à la zéocine seront 
présentes dans la population. Enfin, une sélection clonale est aussi appliquée afin 
d’obtenir une population de cellules provenant d’une seule cellule mère ayant intégré le 
plasmide (Figure 19). La raison de cette sélection est que l’intégration du plasmide dans 
le génome de la cellule se fait de manière aléatoire, ainsi, chaque cellule a une intégration 
du plasmide qui est différente et qui peut causer des problèmes au niveau du 
fonctionnement ou de l’induction de ce dernier. C’est pourquoi il est préférable d’obtenir 
une population clonale, où toutes les cellules sont issues d ’une même cellule initiale. Par 
la suite, ces populations homogènes peuvent être testées pour déterminer les clones les 
plus prometteurs pour des essais subséquents. Les aspects étudiés lors des tests sur les 
populations homogènes étaient, premièrement, une bonne expression de la protéine 
lorsque le shRNA n’est pas induit, puis, une diminution marquée (comparée au niveau 
non induit) lorsque le shRNA est induit.
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Sélection des clones
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Figure 19 : Processus de sélection des clones contenant les plasmides pTER+TRF2-1, 
pTER+TRF2-5 et pTER+POTl
Le processus de sélection des clones a été réalisé en plusieurs étapes. La première (1) 
étape étant l’électroporation des plasmides dans les cellules BJAB tTA. Par suite, les 
cellules sont mises en culture dans du RPMI-1640 contenant 10% de S VF 
décomplémenté pendant 72 heures puis une sélection (2) à la zéocine (800pg/mL) est 
appliquée pendant 2 à 3 semaines (3). Ensuite, les cellules sont diluées pour avoir 100 
cellules dans 10 mL de milieu sans antibiotique afin d’être divisées, par volume de 
lOOpL, dans une plaque 96 puits (4). Par microscope, les puits ayant une seule cellule 
sont marqués (5 et 6 ) et des cellules BJAB tTA n’ayant pas le gène de résistance à la 
zéocine sont ajoutées à ces puits (7). Les cellules, lorsque peu nombreuses ont tendance à 
entrer en apoptose, ainsi l’ajout de cellules n’ayant pas le gène de résistance à la zéocine 
permet à la cellule unique de se diviser. Après environs 3 semaines de culture où les 
cellules sont passées dans des plaques 24, 12 et 6  puits, une nouvelle sélection à la 
zéocine est appliquée (8 ) pour éliminer les cellules BJAB tTA n’ayant pas le gène de 
résistance et pour obtenir au final, des cellules qui proviennent toutes de la cellule 
initiale. Pour terminer, des tests sont effectués sur les populations clonales obtenues.
Cette sélection a amené à l’obtention de 17, 19 et 16 clones pour les plasmides 
pTER+TRF2-l, pTER+TRF2-5 et pTER+POTl respectivement. Les tests ont été effectués 
par immunobuvardage de type western afin d’identifier les clones qui, lorsqu’induits,
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résultaient en une diminution marquée de la protéine ciblée. Au final, pour la protéine 
TRF2, neuf clones ont été identifiés comme étant positifs pour l’induction du shRNA 
menant à une diminution de la protéine ciblée. De ces neuf clones, les deux ayant une 
diminution la plus marquée lors de l’induction comparée au niveau de base ont été 
retenus. Pour la protéine POT1, seulement 2 clones ont été positifs pour leur induction. 
Ces deux clones ont été utilisés pour les tests subséquents.
Analyse de protéines par immunobuvardage de type Western
Préparation des échantillons pour analyse des protéines par 
immunobuvardage de type Western
Les échantillons de cellules sont, tout d’abord, récoltés et centrifugés à une vitesse 
de 12 000 x g pendant 30 secondes. Par la suite, le surnageant est enlevé et les cellules 
sont resuspendues dans 500pL de PBS IX. Les échantillons sont de nouveau centrifugés 
à 12 000 x g pendant 30 secondes et le surnageant est de nouveau enlevé. Les cellules 
sont resuspendues dans 30pL de PBS et 30pL de SDS LB 2X (125 mM de Tris-Cl pH6 , 8  
- 4,6% p/v SDS -  20% glycérol -  lOOpL/mL de P-mercaptoéthanol -  pincée de bleu de 
bromophénol) y sont ajoutés. Enfin, les échantillons sont soniqués pendant 1 minute puis 
bouillis à 95°C pendant 10 minutes.
Dosage des échantillons de protéines pour analyse par immunobuvardage de 
type Western
Un volume de lOpL de l’échantillon est ajouté à lOOpL de TCA 20% puis 
mélangé et incubé à 4°C pendant 30 minutes ou plus. Les échantillons sont, par la suite, 
centrifugés à 12 000 x g pendant 10 minutes à 4°C et le surnageant est enlevé. Les culots 
sont resuspendus dans lOOpL de NaOH 0,1M. À ce stade, des échantillons servant à faire
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une courbe standard sont ajoutés. Six tubes à concentrations de 0, 5, 10, 20, 40 et 80 fig 
de BSA sont préparés. À partir d’une solution de BSA lOpg/mL, 16pL sont ajoutés à un 
volume final de 184pL de NaOH 0,1M pour une concentration finale de 80pg dans 
200pL. Des dilutions successives 1 en 2 dans lOOpL de NaOH permettent d’établir la 
courbe standard. Ces échantillons sont, par la suite, ajoutés au lot et préparés comme les 
échantillons de protéines à doser. À chacun des échantillons est ajouté 1 mL de solution 
A (Na2 CÛ3 2% dans NaOH 0,1M auquel on ajoute 0,005% CUSO4  et 0,01% Na Tartrate) 
suivi d’une incubation de 10 minutes à température ambiante. Enfin, lOOpL de Folin 1N 
sont ajoutés à tous les échantillons et une incubation de 30 minutes s’en suit. Les 
échantillons sont dosés au spectrophotomètre (Shimadzu UV-1201 UV-VIS 
Spectrophotometer) à une densité optique (DO) de 630 nm.
Analyse des échantillons de protéines par immunobuvardage de type Western
Un gel d’acrylamide 10% est coulé (Towbin et al., 1979), et ensuite, sont déposés 
dans les puits de ce dernier les volumes requis pour obtenir 2 0  ng de protéines par 
échantillons. La migration se fait dans un montage Hoefer Mighty Small II SE250/SE260 
à 180 V dans de tampon de migration IX (tampon de migration 10X : 30,3g de Tris-Base, 
144g de Glycine et 10g de SDS). Par la suite, les gels migrés sont déposés (à l’envers) sur 
une éponge superposée d’un papier Whatman 3 mm. Une membrane de nitrocellulose 
(Whatman Protron Pores 0,45 pm) est déposée sur le gel, puis un autre papier Whatman 
et finalement une autre éponge. Le transfert s’effectue dans un contenant Biorad Trans- 
Blot cell pendant 1 heure à 100V, 40 Amp, à 4°C sous agitation à l’aide d’un barreau 
magnétique, dans un tampon de transfert (25 mM Tris -  192 mM Glycine -  25% MeOH). 
Enfin, les membranes de nitrocellulose sont bloquées pendant 30 minutes avec une 
solution de TBST (10 mM Tris pH8,0 -  150 mM NaCl -  0,05% Tween 20) à laquelle on 
ajoute 5 % de lait en poudre. La membrane est par la suite incubée toute la nuit à 4°C 
avec l’anticorps primaire, cet anticorps cible spécifiquement la protéine choisie (Figure 
21).
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Protéine
ciblée
Compagnie
Numéro 
de code
Dilution 
idéale 
(TBST + 
5% lait
Origine
Poids moléculaire de la 
protéine (kDa)
Approximatif Prédit
LMP1 Santa-Cruz Sc-57721 1 :100 Souris 64 64
TRF1 Sigma T1948 1 :250 Souris 70 50
TRF2 IMGENEX IMG-124 1 :250 Souris 70 55
POT1
Sigma
Genosys
10-916-3 1 :10 Lapin 72 72
aTubuline Abcam Ab4074 1 :5 000 Lapin 55 50
Figure 21 : Tableau des anticorps primaires utilisés en immunobuvardage de type 
western
Puisque les anticorps primaires sont produits chez des animaux (souris et lapin), 
l’anticorps secondaire, qui produit chez un autre animal, est dirigé contre l’anticorps 
primaire (anti-souris et anti-lapin produits chez la chèvre dilués 1 :5 000 dans le TBST + 
5 % lait). Ainsi, le lendemain, la membrane est lavée deux fois pendant 15 minutes avec 
du TBST et l ’incubation avec le second anticorps peut débuter. Cet anticorps est couplé à 
une molécule de Horseradish Peroxydase (HRP). L’incubation est faite pendant 1 heure à 
température ambiante avec l’anticorps secondaire approprié dirigé contre l’anticorps 
primaire. Finalement, les membranes sont lavées de nouveau deux fois pendant 15 
minutes avec du TBST et sont alors prêtes à être révélées. La solution de révélation est un 
mélange 1 :1 de solutions ECL Amersham RPN 2109. L’une étant le réactif contenant 
l’hydrogène peroxyde qui catalyse l’oxydation du luminol.
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Luminol + H2 O2 —* 3-APA[excité] —* 3-APA + lumière 
Cette oxydation produit de la chemiluminescence visible à une longueur d’onde de 428 
nm. La seconde solution contient un amplificateur qui réhausse le signal lumineux 
d’environs 1 000 fois et augmente le temps de luminosité (sommet de luminosité entre 5 
et 20 minutes) pour faciliter la détection du signal (GE Healthcare). Les membranes sont 
incubées pendant 1 minute avec les solutions de détection, égouttées et mises entre deux 
acétates puis, dans une chambre noire, un film est déposé et incubé dans une cassette 
(Fisher biotech Electrophoresis system Autoradiography cassette FBXC 810) et 
développé.
Analyse des ARNm
Extraction des ARN d’un échantillon cellulaire
Un volume de 500pL de TRIZol (Invitrogen) est ajouté aux cellules récoltées, 
centrifugées 30 secondes à 12 000 x g et resuspendues dans du PBS. Les échantillons 
sont laissés à température ambiante pendant 5 minutes pour permettre la dissociation 
complète des complexes nucléoprotéiques avant d’y ajouter lOOpL de chloroforme pour 
lyser les cellules. Les échantillons sont vigoureusement agités à la main pendant 15 
secondes puis laissés au repos pendant 2-3 minutes à température ambiante. Par la suite, 
les échantillons sont centrifugés à 12 000 x g (pas plus) pendant 15 minutes à 4°C. D 
résulte une séparation du lysat en 3 phases, une phase organique rouge au fond du tube, 
une interface et une phase supérieure aqueuse, incolore. Cette phase contient l’ARN et 
représente 60% du volume de TRIZol utilisé initialement. La phase aqueuse est transférée 
dans un nouveau tube où un volume équivalent d’isopropanol est ajouté pour précipiter 
l’ARN. Les tubes sont bien mélangés et laissés au repos 10 minutes à température 
ambiante et par la suite centrifugés à un maximum de 12 000 x g pendant 10 minutes à 
4°C. Enfin, le surnageant est retiré et les culots sont lavés avec 400pL d’éthanol 75%
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puis vortexés et centrifugés à 7 500 x g pendant 5 minutes à 4°C. Finalement, les 
surnageants sont décantés et les culots séchés à l’air pendant 10 minutes. Les échantillons 
sont resuspendus dans 20 pL d’eau nanopure stérile et chauffés 10 minutes à 60°C pour 
éliminer les structures secondaires. Pour terminer, les échantillons sont dosés au 
nanodrop (Thermo Scientific) puis dilués, au besoin, pour obtenir une concentration 
finale de 100 ng/pL.
PCR après Transcriptase Inverse (RT-PCR) avec les échantillons d’ARN 
extraits
La réaction de RT-PCR a pour but de générer l’ADNc aux ARN extraits, elle se 
fait dans un volume de 20pL composé de ImM de dNTP, 4 ng/pL de Random Hexamer 
(Qiagen) et enfin de tampon NEB (10 mM de Tris-HCl - 50 mM de KC1 - 1,5 mM 
MgCb - pH 8,3) préparé par Catherine Desrosiers à une concentration finale de IX. À ce 
mélange sont ajoutés 200 ng d’ARN extraits et 2 unités de MMulV (20U/pL) par 
réaction. L’enzyme est aussi préparée au département de Microbiologie et Infectiologie 
par Catherine Desrosiers. La balance est comblée avec de l’eau nanopure stérile jusqu’à 
20pL. La réaction débute à 20°C pendant 10 minutes puis à 42°C pendant 1 heure pour 
terminer à 95°C pendant 5 minutes. Une fois la réaction terminée, 80pL d’eau nanopure 
sont ajoutés pour un volume final de lOOpL.
PCR quantitative avec les échantillons obtenus de la RT-PCR (RT-qPCR)
L’analyse quantitative de l’ADNc généré des ARNm extraits se fait par PCR 
quantitative. La réaction se fait dans une plaque 96 puits (Axygen, PCR-96-FLT-C) dans 
un volume final de 20 uL constitué de 2pL d’ADNc provenant de la RT-PCR, de 0,15pM 
d’amorce, de 0,28mM de dNTP, de 1 unité de Klentaq (lOU/pL) par réaction et 
finalement de IX de tampon qPCR (le tampon qPCR 2X (50 mL) est composé de 12 mM
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Tris-HCl, 50 mM KC1, 8mM MgCh, 200 mM Thréalose (Bioshop), 0,2% Tween 20, 
0,2mg/mL de BSA (NEB) puis le mélange est filtré (filtres 0,2pm) et lpL  de SybrGreen 
(10000X) est ajouté, de l’eau nanopure comble à 50 mL). La balance est constituée d’eau 
nanopure stérile. La réaction se fait dans un Mastercycler ep RealPlex (Eppendorf).
Le programme d’amplification (Figure 22) va comme suit :
Etape de dénaturation
95°C 2 minutes
Etape d’amplification 40X
95°C 15 secondes
60°C 20 secondes
72°C 30 secondes
Etape d’élongation finale
72°C 10 minutes
Figure 22 : Programme d’amplification de la PCR quantitative
L’amplification des fragments par PCR quantitative commence par l’étape de 
dénaturation à 95°C d’une durée de 2 minutes. Puis 40 cycles servant à amplifier les 
fragments débutent avec une étape de dénaturation à 95°C pendant 15 secondes suivi de 
l’étape d’hybridation à 60°C pendant 20 secondes et finalement l’étape d ’élongation à 
72°C pendant 30 secondes. Enfin, le programme se termine par une étape d’élongation 
finale à 72°C pendant 10 minutes.
Clonage moléculaire 
Ligation
Les ligations sont effectuées avec un ratio 1 : 2 de vecteur et d’insert. À ces 
derniers, sont ajoutés IX de One-Phor-All Buffer (Amersham), 0,5 mM d’ATP, 1 U de 
T4 DNA ligase (NEB) et de l’eau. Les échantillons sont ligués à 16°C pendant environ 
12 heures pour être, par la suite, transformés dans des bactéries compétentes.
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Digestion enzymatique
Les digestions enzymatiques sont effectuées dans du tampon de digestion NEB 
IX (initialement 10X) avec environ 5 % du volume totale de la digestion comme volume 
d’enzyme pour une réaction. La quantité d’ADN utilisé est en fonction de la taille des 
fragments obtenus suite à la digestion lorsqu’il s’agit d’une digestion de validation par 
migration sur gel d’agarose. S’il s’agit d ’une digestion ayant pour but d’obtenir un 
fragment à purifier, alors la concentration d ’ADN utilisé est supérieure pour obtenir assez 
de matériel pour les étapes ultérieures. Enfin, de l’eau nanopure est ajoutée au mélange 
puis les digestions sont incubées à la température optimale pour l’enzyme pendant 1 à 4 
heures.
Traitement Klenow
Les traitements Klenow servent à enlever une extrémité cohésive en 5’ en 
synthétisant l’ADN complémentaire pour donner une extrémité franche. Les traitements 
sont effectués sur de 1 à 4 pg d’ADN auxquels sont ajoutés 35pL d’eau, 10 pL de 
tampon de Klenow 10X (Roche), lpL  de dNTP (25 mM) et 1 unité de Klenow par 
microgramme d’ADN (Roche, 2U/pL). Les échantillons sont incubés à température 
ambiante pendant 20 minutes puis l’enzyme est inactivée pendant 10 minutes à 80°C.
Traitement Phosphatase Alcaline
Le traitement de phosphatase alcaline permet de prévenir la recircularisation d’un 
vecteur en déphosphorylant les extrémités 5’ de fragments d’ADN. Cette réaction se fait 
avec 30pL d’ADN auxquels sont ajoutés 3pL de tampon de phosphatase alcaline 10X
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(Boehringer Mannheim) et 0,5 unité de phosphatase alcaline par microgramme d’ADN 
(Roche, lU/pL). Les échantillons sont incubés pendant 1 heure à 37°C.
Transformation de bactéries
Les transformations de bactéries se font à partir de bactéries E.coli DH5a 
compétentes congelées dans du LB et du glycérol. Les bactéries sont décongelées sur 
glace et l’ADN à transformer (plasmide ou produit de ligation) est ajouté à 100 |xL de 
bactéries (s’il s’agit d ’un plasmide, 100 pg d’ADN sont utilisés pour transformer IOOjiL 
de bactéries compétentes, s’il s’agit d ’un produit de ligation, environ 10-15 pL de la 
réaction sont utilisés pour la ligation). Ensuite, les échantillons sont incubés sur glace 
pendant 15 à 30 minutes puis les cellules sont placées à 42°C pendant 60 secondes. Par la 
suite, les échantillons sont transférés sur glace pendant 1 à 2 minutes. Enfin, 500pL de L- 
broth préchauffé à 37°C sont ajoutés et les cellules sont incubées à 37°C pendant 40 
minutes afin de permettre l’expression des gènes de résistances. Pour terminer, les 
échantillons sont centrifugés et resuspendus dans un volume de 50pL de L-broth et 
étendus sur une plaque d’agar contenant l ’antibiotique approprié (100 mg/mL). Puis, les 
plaques sont mises en culture à 37°C pour 24 heures.
Extraction de plasmides 
Midi préparation
L’extraction de grandes quantités d’ADN plasmidiques se fait selon le protocole 
fourni par la compagnie Qiagen. Les bactéries contenant les plasmides à extraire sont tout 
d’abord mises en culture dans un tube 50 mL contenant 25 mL de L-broth avec 
l’antibiotique approprié à une concentration de 100 mg/mL. Les cellules sont cultivées 
pendant 24 heures à 37°C sous agitation. Par la suite, les tubes sont centrifugés à 6 000 x
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g pendant 15 minutes. Le surnageant est jeté et les cellules sont resuspendues dans 4 mL 
de solution de resuspension (50 mM Tris-Cl pH8,0 -  10 mM EDTA et 100 pg/mL RNase 
A). Ensuite, sont ajoutés aux cellules 4 mL de solution de lyse (200 mM NaOH et 1% 
SDS) puis 4 mL de solution de neutralisation (3 M acétate de potassium pH 5,5). Les 
échantillons sont, par la suite, centrifugés à 3 000 x g pendant 15 minutes puis le 
surnageant obtenu est filtré dans une seringue contenant du coton fromage avant d’être 
déposé dans une colonne QIAfilter midi préalablement équilibrée avec 4 mL d’une 
solution d’équilibration (750 mM NaCl -  50 mM MOPS pH 7,0 -  15% isopropanol 
0,15% Triton X-100). Une fois que le surnageant a traversé la résine par gravité, la 
colonne est lavée avec 2 X 10 mL de solution de lavage (1,0 M NaCl -  50 mM MOPS pH
7,0 -  15% isopropanol). Enfin, les colonnes sont éluées avec 5 mL de solution d’élution 
(1,25 M NaCl -  50 mM Tris-Cl pH 8,5 -  15% isopropanol) auxquels sont ajoutés 3,5 mL 
d’isopropanol pour précipiter l’ADN. Le tout est centrifugé à 15 000 x g pendant 30 
minutes à 4°C et le surnageant est retiré. Le culot est lavé avec 1 mL d’éthanol 70% puis 
les tubes sont centrifugés de nouveau à 15 000 x g pendant 15 minutes. Finalement, les 
culots sont séchés et resuspendus dans 100 pL de tampon TioEi (TE : Tris HC1 10 mM 
pH 8,0 et 1 mM EDTA).
Mini préparation
Les bactéries sont mises en culture dans 1 mL de L-Broth (LB) contenant 
l’antibiotique approprié et incubées à 37°C avec agitation pendant 24 heures. Ensuite, ces 
dernières sont centrifugées puis le surnageant est retiré et elles sont resuspendues dans 
lOOpL de la solution PI (50 mM glucose, 25 mM Tris pH 8,0, 10 mM EDTA, le tout 
autoclavé). Le même volume de solution P2 (0,2M NaOH et 1% SDS) est utilisé pour 
lyser ces dernières puis lOOpL de solution P3 (3M de potassium et 5M d’acétate de dans 
un volume final de 88,5 mL d’eau distillée et 11.5 mL d’acide acétique glacial) sont 
ajoutés. Le mélange est inversé 3 - 4  fois puis centrifugé 5 minutes à 17 900 x g à 4°C. 
Le surnageant obtenu est transféré dans un nouveau tube auquel sont ajoutés 250pL de
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chloroforme et les tubes sont mélangés par inversion 2 - 3  fois puis centrifugés pendant 2 
minutes. Puis, 250 pL de la phase aqueuse sont transférés et 500 pL d’éthanol 95% y sont 
ajoutés. Les échantillons sont agités ensuite centrifugés 10 minutes à température 
ambiante et enfin le surnageant est décanté et le culot séché. Les culots sont resuspendus 
dans 20pL de TE auxquels sont ajouté 20pg/mL de RNAse.
FISH des télomères en trois dimensions (3D)
Préparation des chromosomes en vue d’analyse de FISH ou de SKY
Le protocole de préparation des chromosomes est basé sur le protocole de 
l’ouvrage «FISH : A practical approach» (Beatty B, Mai S, Squire J, 2002). Dix millions 
de cellules sont centrifugées à 100 x g pendant 10 minutes à température ambiante puis 
les surnageants sont enlevés. Les échantillons sont resuspendus dans 5 mL de KC1 0,075 
M et mis au repos pendant 30 minutes à température de la pièce. Les cellules sont de 
nouveau centrifugées puis le surnageant est retiré et les culots cellulaires sont fixés. La 
méthode de fixation se fait goutte à goutte avec du fixatif (Méthanol : Acide acétique 3 : 
1 préparé la journée même) à des temps spécifiques, la méthode va comme suit :
1 goutte -  attendre 1 minute (répéter cette étape 5 fois)
2 gouttes -  attendre 2 minutes 
5 gouttes -  attendre 2 minutes 
7 gouttes -  attendre 2 minutes 
10 gouttes -  attendre 2 minutes 
15 gouttes -  attendre 2 minutes 
20 gouttes -  attendre 2 minutes 
30 gouttes -  attendre 2 minutes 
60 gouttes -  attendre 2 minutes
Après, les cellules sont centrifugées à 100 x g pendant 10 minutes à température 
ambiante et le surnageant est jeté. Les cellules sont ensuite resuspendues dans 5 mL de
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solution de fixation puis mises au repos à température de la pièce pendant 10 minutes et 
ensuite recentrifugées dans les mêmes conditions. Ces étapes (centrifugation et 
resuspension puis repos) sont répétées 2 fois avec des temps de repos de 20 et 30 
minutes. Enfin, les cellules sont centrifugées (100 x g pendant 10 minutes à température 
pièce) puis resuspendues dans un volume 2 mL de fixatif puis mises à -20°C ou encore 
préparées pour le FISH ou le SKY.
Surexpression de la protéine TRF2
Les plasmides utilisés pour la surexpression de la protéine TRF2 sont le 
pIRESpuro3 (Clontech Laboratories Inc., 2010) et le pLPC-NMYC TRF2 (Karlseder et 
al., 2004). Le plasmide pIRESpuro3 possède un seul promoteur pour l’expression de 
l’ARNm codant pour la protéine et le gène de résistance à la puromycine, ainsi, si les 
cellules électroporées sont résistantes à la puromycine, c’est qu’elles expriment aussi 
l’ARNm de la protéine. L’usage de ce plasmide augmente les chances d’obtenir des 
cellules ayant un système de surexpression fonctionnel puisque l’expression du gène 
d’expression à la puromycine et l’expression du gène d’intérêt sont sous le contrôle du 
même promoteur (Figure 23) (Clontech Laboratories Inc., 2010).
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Figure 23 : Schéma du plasmide pIRESpuro3
Le plasmide pIRESpuro3 possède un seul promoteur (promoteur cytomégalovirus, 
pCMV IE) ce qui permet l’expression du gène d’intérêt et du gène de résistance à la
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puromycine en simultané. Ce système assure que les cellules résistantes à la puromycine 
vont exprimer le gène d’intérêt qui sera alors localisé dans le site de clonage multiple 
(Multiple cloning site MCSJ. Aussi, avec ce système, la concentration d’antibiotique peut 
influencer l’expression du gène d’intérêt. Figure modifiée de Clontech Laboratories Inc. 
pERESpuro3 Vector Information.
Le gène d’intérêt est inséré dans la région de site de clonage multiple (Multiple 
Cloning Site MCS) sur la Figure 23, ce qui le positionne après le promoteur, devant le 
gène d’expression de la puromycine. L’obtention du plasmide pIRESpuro3 NMYC TRF2 
s’est aussi faite grâce au plasmide pLPC-NMYC TRF2 (Figure 24) acheté de Addgene en 
provenance du laboratoire de Mme Titia de Lange (Karlseder et al., 2004) et au plasmide 
pIRESpuro3.
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Figure 24 : Schéma du plasmide pLPC-NMYC TRF2
Le plasmide pLPC-NMYC TRF2 a été acheté de chez Addgene et provient du laboratoire 
de Mme Titia De Lange. D a été digéré par HindIII (suivi d’un traitement Klenow) puis 
par EcoRI pour obtenir une extrémité franche et une extrémité cohésive EcoRI. L’insert 
est ainsi composé de l’étiquette NMYC et de la séquence pour la protéine TRF2. Figure 
adaptée de Addgene pLPC-NMYC TRF2 plasmid map.
La construction a été élaborée en enlevant le fragment NMYC TRF2 en digérant 
le plasmide pLPC-NMYC TRF2 avec HindIII puis en le traitant avec la Klenow pour 
avoir des extrémités franches. Par la suite, le plasmide, maintenant ouvert est digéré avec 
EcoRI donnant ainsi un fragment de 1475 paires de bases constitué de la séquence de la 
protéine TRF2 fusionnée à l’étiquette NMYC possédant une extrémité cohésive EcoRI et 
une extrémité franche. En parallèle, le plasmide pIRESpuro3 (Figure 25) est digéré par
52
EcoRV et EcoRI (dans la région MCS) pour obtenir une extrémité cohésive EcoRI et une 
extrémité franche.
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Figure 25 : Sites de restrictions EcoRV et EcoRI présents dans la région de clonage 
multiple sur le plasmide pIRESpuro3
Le plasmide pIRESpuro3 a été digéré afin de pouvoir insérer le gène d’intérêt dans la 
région de clonages multiples située en amont du site IVS. Ainsi, l’expression du gène 
d’intérêt, du site IVS (un intron synthétique servant à augmenter la stabilité de l’ARNm 
produit), de la région IRES et du gène de résistance à la puromycine sont tous sous le 
contrôle du promoteur du cytomégalovirus (pCMV).
Ainsi, la digestion du plasmide pIRESpuro3 par EcoRV et EcoRI résulte en une 
extrémité franche et une autre cohésive EcoRI, ce qui permet de liguer le vecteur digéré 
pIRESpuro3 avec l’insert NMYC TRF2 pour obtenir un plasmide ayant le gène de 
résistance à la puromycine exprimant aussi le gène d’intérêt NMYC TRF2. Par la suite, le 
plasmide est transformé dans des bactéries compétentes DH5a et extrait par préparation 
de type midi. Enfin, le plasmide est électroporé dans les cellules BJAB tTA LMP1 puis 
mis en culture avec puromycine à une concentration de 0,05pg/mL élevée graduellement 
à 0,2pg/mL. Au final, les deux plasmides ont été électroporés dans les cellules BJAB tTA 
LMP1, le plasmide pLPC-NMYC TRF2 et le plasmide pIRESpuro3 NMYC TRF2. 
L’expression de la protéine TRF2 a été testée sur les deux populations de cellules
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électroporées par immunobuvardage de type western. L’usage des cellules BJAB tTA 
LMP1 est dû au fait que la surexpression de la protéine TRF2 sera effectuée dans les 
conditions où LMP1 est induit pour déterminer l’influence sur la multinucléation.
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III -  Préambule
L’analyse de la transition d’une cellule mononucléée de Hodgkin à une cellule 
multinucléée Reed-Stemberg comporte encore beaucoup de questions sans réponses. En 
effet, l’impossibilité de séparer les cellules de Hodgkin des cellules Reed-Stemberg rend 
l’étude de la transition d’une cellule mononucléée à multinucléée ardue. Il n ’y a pas de 
marqueurs, à ce jour identifiés, permettant de séparer les cellules en deux populations 
distinctes. C’est pourquoi la caractérisation des événements génétiques menant à une 
endomitose demeure incomplète chez les cellules de Hodgkin et Reed-Stemberg. 
Cependant, des études ont été réalisées sur l’identification de gènes dont la présence est 
essentielle pour le bon déroulement d’une division cellulaire. En effet, plusieurs gènes 
ont été identifiés comme étant des participants essentiels pour la réussite de la mitose 
cellulaire. Une étude massive de l’impact de l’inhibition d’environ 21 000 gènes sur la 
division cellulaire a résulté en l’identification de ces participants qui, par leur absence, 
donnaient aux cellules un phénotype avec un noyau en grappe, ou encore multinucléé ou 
encore apoptotique (Neumann et al., 2010). Ces participants sont des gènes qui régulent, 
par exemple, la cytokinèse tel que PRC1 (Shrestha et al., 2012) ou encore des gènes de la 
famille des kinésines tels que KIF14 et KIF32 qui jouent un rôle au niveau de la 
séparation des chromosomes et de la division cellulaire (Paluh, 2008; Takahashi et al., 
2012). Bien que ces gènes n'ont pas été davantage étudiés lors de cette étude, l'article de 
Neumann et al. démontre que l'inhibition de gènes impliqués dans la division cellulaire 
peuvent mener à la multinucléation des cellules (Neumann et al., 2010).
De plus, en sachant que, lorsque transfectée dans les lignées cellulaires 
hodgkiniennes L428 et HD-MyZ, l’oncoprotéine LMP1 amène une augmentation 
significative de la présence des cellules multinucléées de Reed-Stemberg, on peut 
affirmer que LMP1 est une protéine pouvant induire la multinucléation chez les cellules 
B (Knecht et al., 2010). Il est connu que LMP1 imite le récepteur CD40 en induisant une 
expression amplifiée et soutenue du facteur de transcription NF-kB, mais aussi qu’il 
intervient dans divers mécanismes d’activation, croissance et survie des cellules B 
infectées par le virus en activant de multiples cytokines et chimiokines (Guffei et al.,
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2010; Knecht et al., 2001). Cependant, le mécanisme par lequel LMP1 induit la 
multinucléation, et par conséquent contribue à la transformation des cellules de Hodgkin 
en cellules Reed-Stemberg, demeure toujours inconnu. En effet, LMP1 est un oncogène 
multifonctionnel dont l’impact peut influencer de multiples mécanismes chez les lignées 
cellulaires hodgkiniennes pouvant expliquer leur transition vers la multinucléation. Des 
analyses de micropuces ont été réalisées afin de déterminer les gènes surexprimés lorsque 
le virus Epstein-Barr est exprimé dans des cellules B et lignées cellulaires 
lymphoblastoïdes (LCL) (Cahir-McFarland et al., 2004). Encore plus précisément, ces 
résultats documentent aussi des changements dans l’expression des gènes exprimés dans 
les lignées cellulaires lymphoblastoïdes lorsque seule l’oncoprotéine LMP1 est exprimée 
et pour terminer, les auteurs ont aussi analysé le profil d ’expression des cellules lorsque 
LMP1 est exprimé et que NF-kB est inhibé (Cahir-McFarland et al., 2004). Cette étude a 
donc permis d’identifier des gènes surexprimés dans ces diverses conditions. Malgré tout, 
cette étude est accentuée sur ces gènes surexprimés, les gènes inhibés apparaissent dans 
les données obtenues, mais n’ont pas été davantage détaillés. De plus, les micropuces ne 
couvrent pas l’expression entière du génome mais bien une quantité définie selon le choix 
de la puce choisie. En somme, des gènes ayant une importance majeure dans le bon 
déroulement de la mitose ont été identifiés (Neumann et al., 2010), mais aussi d’autres 
gènes, ceux-ci surexprimés, ont été déterminés lorsque les cellules expriment le virus 
Epstein-Barr, ou encore l’oncoprotéine LMP1 seule et finalement l’oncoprotéine LMP1, 
mais avec NF-kB inhibé (Cahir-McFarland et al., 2004) En présence d’EBV et NF-kB, il 
semblerait que beaucoup de gènes surexprimés soient anti-apoptotiques tels que A20, c- 
FLIP, C-IAP2, BCL-X, et BFL-1 (Chen et al., 2010; Plati et al., 2011; Verstrepen et al., 
2010). Bien que ces études amènent des pistes potentielles vers des causes probables 
pouvant mener à la multinucléation des cellules, elles n’offrent toujours pas de réponse 
quant au mystère de la transition d’une cellule mononucléée de Hodgkin à une cellule 
multinucléée Reed-Stemberg.
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IV -  Résultats
Chapitre 1
Analyse de cellules multinucléées par Spectral Karyotyping (SKY)
Ainsi, pour caractériser davantage le mécanisme de transition d’une cellule 
mononucléée de Hodgkin vers une cellule multinucléée Reed-Stemberg, d’autres 
approches ont été adoptées. Par exemple, le contenu chromosomique de cellules Reed- 
Stemberg a été analysé par caryotypage spectral (SKY) (Rudolph and Schlegelberger, 
2009). Cette méthode, basée sur une hybridation de molécules fluorescentes à des 
chromosomes in situ (appelée Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)), permet 
d’analyser le nombre et l’intégrité des chromosomes et de diagnostiquer une variété de 
maladies. Cette technique permet donc d’identifier une grande quantité d’anomalies 
chromosomiques, en partant des aberrations discrètes aux réarrangements complexes, 
grâce au principe de coloration de chaque chromosome (Imataka and Arisaka, 2011). En 
effet, cette technologie récente incorporant l’usage d ’une combinaison de cinq 
fluorochromes en une seule hybridation et acquisition et permet de donner à chaque 
chromosome une couleur unique ce qui simplifie l’identification de réarrangements 
chromosomiques (Rudolph and Schlegelberger, 2009). Ainsi, les chromosomes de 
cellules multinucléées Reed-Stemberg de plusieurs lignées cellulaires hodgkiniennes 
telles que les HDLM-2, L1236 et L428 et une lignée cellulaire issue du lymphome de 
Burkitt, BJAB tTA LMP1 ont été analysés par SKY (Figure 26). Cette analyse a été 
réalisée au Genomic Centre for Cancer Research and Diagnosis (GCCRD), Winnipeg, 
Manitoba, en collaboration avec les Drs. Knecht et Mai.
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Figure 26 : Analyse des chromosomes de cellules multinucléées par Spectral 
Karyotyping (SKY)
Analyse de SKY des chromosomes d’une cellule multinucléée Reed-Stemberg de lignées 
cellulaires hodgkiniennes comme suit : A) HDLM-2; B) L1236; C) L428; par SKY. D) 
Analyse des chromosomes d’une cellule multinucléée de la lignée cellulaire issue du 
lymphome de Burkitt BJAB tTA LMP1 par SKY. Cette figure a pour unique but 
d’illustrer qu'un grand nombre de réarrangements chromosomiques tels que des 
translocations, duplications et délétions prennent place dans le génome des cellules 
multinucléées. Les Figures A à D ont été gracieusement fournies par Dr. Knecht.
Il est évident que les analyses de chromosomes par SKY peuvent apporter une 
immense quantité de données. Bien que toutes les translocations, délétions et additions 
rapportées dans les chromosomes aient été notées et classées, le but premier de ces 
analyses était d’illustrer les multiples réarrangements qui ont lieu dans le génome des 
cellules multinucléées. En effet, en sachant que, pour un caryotype normal, chacune des 
23 paires de chromosomes est d’une couleur qui lui est propre, il est possible de constater 
que les cellules multinucléées ont, d’abord, un grand nombre de chromosomes. Un total 
de 128, 64, 87 et 316 chromosomes peut être dénombré dans les cellules multinucléées de 
la Figure 26 A, B, C et D respectivement. En plus de l’aneuploïdie observée, on retrouve 
aussi des chromosomes dits « zébrés » tels que les chromosomes 4, 8, 12 et 13 de la 
Figure 26 A, pour en nommer quelques-uns, qui sont le résultat de multiples 
translocations ou encore des chromosomes très longs résultants de fusions (figure 26 B, 
troisième chromosome 7). Beaucoup de mécanismes peuvent expliquer les 
fragmentations dans le génome de ces cellules géantes. Ces dits mécanismes réduisent la 
fidélité lors de la mitose, laissant ainsi des cellules endommagées se diviser, mais aussi 
peuvent amener des problèmes de cohésion des chromosomes, de création de fuseau 
mitotique, d’attachement des kinétochores aux microtubules ou un déséquilibre au niveau 
du contrôle de division cellulaire (Thompson et al., 2010). Les anomalies génétiques 
résultantes peuvent occasionner plusieurs problèmes, notamment, la dérégulation de proto 
oncogènes. On peut citer comme exemple le lymphome de Burkitt où c-myc se retrouve, 
suite à une translocation, sous le contrôle des régulateurs du gène de la chaîne lourde de 
l’immunoglobuline, et est par conséquent, surexprimé (Smith et al., 2010). De plus, ces 
instabilités génétiques peuvent être la cause de la résistance à certains agents chimio
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thérapeutiques. En effet, les instabilités chromosomiques sont synonymes d’un mauvais 
pronostique chez les patients atteints de cancers puisque la réduction de la fidélité lors de 
mitose contribue au développement du cancer en augmentant la diversité génétique des 
cellules cancéreuses et, par conséquent, en augmentant les chances que les cellules 
s’adaptent et survivent aux traitements contre le cancer (Thompson et al., 2010).
Augmentation de la multinucléation suite à l’induction de l’oncoprotéine 
LMP1 chez les BJAB tTA LMP1
Pour caractériser les changements qui prennent place lors de la transition d’une 
cellule mononucléée à une cellule multinucléée, un modèle d’induction de la 
multinucléation était requis. La nécessité de ce modèle cellulaire est basée sur le fait 
qu’en sachant qu’il est impossible, à ce jour, de séparer les cellules mononucléées des 
cellules multinucléées, il est nécessaire d’établir un modèle d’induction de la 
multinucléation pour étudier les changements observés entre les cellules mononucléées et 
multinucléées. En sachant que l’oncoprotéine LMP1, lorsque transfectée dans des lignées 
cellulaires hodgkiniennes, induit la multinucléation (Knecht et al., 2001), la lignée 
cellulaire BJAB tTA LMP1 stablement transfectée avec un plasmide d’expression de 
l’oncoprotéine LMP1 contrôlée par antibiotique s’avérait un outil de choix (voir la 
section Matériels et Méthodes -  Lignées cellulaires BJAB tTA et BJAB tTA LMP1) 
(Floettmann et al., 1996). Malgré le fait que ces cellules sont issues d’un lymphome de 
Burkitt, ces dernières n’ont pas la translocation caractéristique du lymphome et sont des 
cellules B post-germinales, comme les cellules hodgkiniennes. De plus, aucune lignée 
cellulaire hodgkinienne ne possède de système inductible de LMP1. C’est pourquoi cette 
lignée a été utilisée comme outil pour tenter de caractériser les changements qui ont lieu 
lorsqu’une cellule devient multinucléée. D’abord, le comportement des cellules en 
réponse à une induction de l’oncoprotéine LMP1 a été étudié. Pour se faire, les cellules 
ont été divisées en deux populations, l’une où les cellules étaient cultivées avec 
antibiotique (donc, l’induction de LMP1 est inhibée), l’autre où elles étaient cultivées 
sans antibiotique (donc, l’induction de LMP1 était activée). Ces conditions de cultures 
ont été poursuivies pendant 21 jours. Aux jours 0, 7, 14 et 21, des échantillons ont été 
récoltés et centrifugés de manière cytologique puis par la suite colorés. Ces échantillons
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cellulaires étaient maintenant visibles par microscope en détail, cytoplasme et noyau 
pouvant être distingués l’un de l’autre aisément. Avec ces lames contenant les cellules 
fixées et colorées, j ’ai pu effectuer des comptes cellulaires et déterminer le pourcentage 
de cellules multinucléées présentes dans mes cultures cellulaires tout au long de l’essai 
dans les deux conditions. Au total, environ dix essais ont été réalisés et pour chaque lame, 
approximativement 200 cellules ont été comptés pour un total d’environ 2000 cellules 
comptées pour chaque point aux intervalles de temps. Les comptes ont, par la suite, été 
cumulés pour obtenir des données statistiquement représentatives (Figure 27).
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Figure 27 : Pourcentages de cellules multinucléées après l’induction de 
l’oncoprotéine LMP1 dans les cellules BJAB tTA LMP1, analysées sur une période 
de 21 jours
“•"Pourcentage de cellules multinucléées pour les cellules BJAB tTA LMP1 où LMP1 
n’est pas induit pendant 21 jours. Pourcentage de cellules multinucléées pour les 
cellules BJAB tTA LMP1 où LMP1 est induit pendant 21 jours. * p<0,05 et **p<0,005
Les essais d’induction de LMP1 dans les BJAB tTA LMP1 pendant 21 jours ont 
donné des résultats forts concluants (Figure 27). Il a été constaté que lorsque LMP1 n’est 
pas induit dans les cellules le pourcentage de cellules multinucléées se situe aux 
alentours de 10 %. Cependant, lorsque LMP1 est exprimé dans les cellules , ce
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pourcentage s’élève jusqu’à 30 % après 14 jours suivi d’un plateau du jour 14 au jour 21 
qui pourrait possiblement être dû à l'éclatement éventuel des cellules multinucléées 
lorsque ces dernières sont trop volumineuses. Ainsi, dans ces conditions, l'hypothèse que 
la formation de nouvelles cellules multinucléées pourrait être égale à la destruction des 
plus anciennes, après 14 jours, peut être posée. Ces valeurs signifient que l’induction de 
LMP1 dans les BJAB tTA LMP1 permet de tripler le nombre de cellules multinucléées 
dans les cellules faisant de LMP1 un inducteur de la multinucléation dans les cellules 
BJAB tTA LMP1. Ajoutons que cette induction est contrôlée par antibiotique ce qui 
permet de faire des inductions en temps voulu avec des durées déterminées. Ce modèle 
cellulaire est donc idéal pour étudier les changements qui prennent place lors des 
transitions de cellules mononucléées à cellules multinucléées puisqu’il est possible 
d’étudier une population cellulaire ayant 10 % de cellules multinucléées et de comparer 
ces études à des études effectuées sur une population de mêmes cellules, mais cette fois, 
avec un nombre croissant de cellules multinucléées. Pour bien comprendre la suite des 
expériences, il faut faire un bref retour en arrière en commençant par les analyses de SKY 
qui illustrent les multiples translocations, additions et délétions des chromosomes (Figure 
26). Ensuite, les reconstitutions tridimensionnelles des télomères dans la cellule 
mononucléée de Hodgkin et de la multinucléée Reed-Stemberg illustrent une perte de la 
masse télomérique chez les cellules multinucléées (Introduction - Figure 9). Enfin, la 
distribution des télomères de cellules multinucléées BJAB tTA LMP1 selon leur intensité 
avec et sans l’induction de LMP1 aux jours 7, 14 et 21 montrent une érosion des 
télomères des cellules multinucléées au fil du temps (Introduction - Figure 10). Tous ces 
résultats portent à croire que les télomères sont affectés dans la multinucléation. Dans le 
cas où les télomères sont courts, la quantité de protéines du complexe des shelterins 
pouvant s’y lier est restrainte et peut amener à l’activation de la voie de réparation de 
l’ADN résultant à des fusions de chromosomes. Ainsi, avec un modèle cellulaire 
permettant une induction contrôlée de la multinucléation, il serait possible d’analyser 
l’expression des protéines du complexe des shelterins comme TRF1, TRF2 et POT1 dans 
les deux populations, soit avec 10 % de cellules multinucléée évoluant vers 30 % de 
cellules multinucléées lors que LMP1 est exprimé. Cette analyse serait complémentaire 
aux résultats précédemment décrits où les télomères pourraient potentiellement être en
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cause des fragmentations dans le génome des cellules. En analysant l’expression des 
protéines du complexe des shelterins, certains éléments de réponse pourraient être 
amenés quant à l ’implication de ces protéines et des télomères dans la multinucléation.
Étude de l’expression des ARNm codant pour LMP1, TPP1, TRF1, TRF2 et 
POT1 lors de l’induction de LMP1
L’étude a tout d’abord débuté par l’analyse des niveaux d’ARNm codant pour la 
protéine LMP1 puis TPP1, TRF1, TRF2 et POT1 du complexe des shelterins dans trois 
conditions distinctes. Une première population de cellules BJAB tTA LMP1 a été mise en 
culture pendant 14 jours sans l’induction de LMP1. Une seconde a été mise en culture 
pendant 14 jours avec l’induction de LMP1, et en troisième, les cellules BJAB tTA 
LMP1 ont été mises en cultures avec l’induction de LMP1 puis, aux jours 3 et 7 de 
l’essai, l’antibiotique a été ajouté pour inhiber l’expression de la protéine LMP1. Au 
cours de ces essais réalisés en triplicata, réalisés par Bruno Lemieux en 2009 et que j ’ai 
par la suite répliqués en 2010, des échantillons ont été récoltés aux jours 0, 1, 3, 7, 10 et 
14 puis analysés par RT-qPCR pour l’expression de LMP1, TPP1, TRF1, TRF2 et POT1. 
Tous les échantillons testés par RT-qPCR ont été normalisés en utilisant des valeurs 
dérivées de plusieurs gènes contrôles ubiquitaires que l’on ne suspecte pas d’être affectés 
par les conditions expérimentales (housekeeping genes). Les gènes contrôles utilisés sont 
ceux codant pour l’actine Beta (ABTC), la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 
(GAPDH) et la Beta-2 microglobuline (B2M) pour permettre la comparaison de 
l’expression des gènes ciblés à des gènes ayant une expression stable dans les cellules. 
Par la suite, les valeurs obtenues pour la condition sans induction ont été normalisées à
1,0 (0,0 en échelle logarithmique) afin de pouvoir aisément comparer les données 
obtenues pour les autres conditions, soit avec induction et avec induction puis inhibition 
aux jours 3 et 7 (Figure 28).
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Figure 28 : Niveau d’expression des ARNm codant pour les protéines LMP1, TPP1, 
TRF1, TRF2 et POT1 sur 14 jours avec et sans induction de LMP1 des cellules 
BJAB tTA LMP1
 —Niveau d’ARNm des cellules sans l’induction de LMP1 pendant 14 jours (ce niveau
a été normalisé à la valeur de 1,0, soit 0,0 en échelle l og a r i t h mi qu e ) . ' N i v e au  
d’ARNm des cellules avec l’induction de LMP1 pendant 14 jours. — -  Niveau 
d’expression d’ARNm des cellules avec inhibition de LMP1 durant l’essai (ajout 
d’antibiotique au jour 3 et puis, indépendamment, au jour 7). Niveaux d’ARNm des 
cellules pour A) LMP1 B) TPP1 C) TRF1 D) TRF2 E) POT1 dans les trois conditions.
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Cet essai, effectué en triplicata, illustre bien l’expression des ARNm codant pour 
les protéines LMP1, TPP1, TRF1, TRF2 et POT1 lorsque LMP1 est induit ou non. 
Lorsqu’on examine le graphique A de la Figure 28 qui représente le niveau d’ARNm de 
LMP1 selon les conditions, on constate que le niveau d’ARNm de LMP1 augmente
dramatiquement lorsque l’expression de la protéine est induite dans les cellules (-----
Figure 28 A). De plus, aux jours 3 et 7, lorsque l’antibiotique est ajouté aux cellules, le 
niveau d’ARNm de LMP1 diminue ("" “Figure 28 A) jusqu’au niveau de base où LMP1
n’est pas exprimé (  Figure 28 A) ce qui signifie que l’induction de l’oncoprotéine
LMP1 fonctionne bien au cours de l’essai sur 14 jours. En Figure 28 B, le niveau 
d’ARNm codant pour la protéine TPP1 est illustré. Cette protéine du complexe des 
shelterins assure l’interconnexion entre les protéines du complexe se liant à l’ADN 
télomérique. Au courant de l'essai, l’expression des ARNm codant pour cette protéine ne 
semble pas être influencée par l’induction de l’oncoprotéine LMP1. L’ajout de 
l’antibiotique aux jours 3 et 7 ne semble pas, non plus, influencer le niveau d’expression 
des ARNm codant pour cette protéine. La figure 28 C, illustre le niveau d’ARNm codant 
pour la protéine TRF1, protéine du complexe des shelterins se liant à l’ADN télomérique 
double brin. En comparant le niveau d’ARNm codant pour TRF1 avec induction de
LMP1 ( dans Figure 28 C) au niveau d’expression dans les conditions sans induction
de LMP1 ( dans Figure 28C), on constate une diminution graduelle du niveau 
d’ARNm qui s’accentue jusqu’au jour 14 des essais lorsque LMP1 est exprimé. En effet, 
l’induction de LMP1 est accompagnée d’une diminution de l’expression de l’ARNm 
codant pour TRF1. Ajoutons que, lorsque l’antibiotique est ajouté (“" “  dans Figure 28 
C), aux jours 3 et 7, le niveau d’ARNm remonte jusqu’au niveau de base où LMP1 n’est 
pas induit. Les mêmes conclusions peuvent être tirées des graphiques D) et E) où les 
comportements des ARNm codant pour TRF2 et POT1 respectivement, sont similaires à 
celui des ARNm codant pour TRF1. Pareilles à la diminution observée pour l’ARNm 
codant pour TRF1, les diminutions constatées pour les ARNm codant pour TRF2 et 
POT1 sont graduelles et se poursuivent jusqu’au jour 14 de l’induction de LMP1. 
Ajoutons qu’après l’ajout de l’antibiotique aux jours 3 et 7, on remarque une 
augmentation du niveau d’ARNm jusqu’au niveau de base où LMP1 n’est pas exprimé.
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Ainsi, les trois protéines du complexe des shelterins se liant à l’ADN télomérique, soit 
TRF1, TRF2 et POT1 voient leur niveau d’expression d’ARNm diminuer pendant une 
induction de 14 jours de l’oncoprotéine LMP1. De plus, les ajouts d’antibiotique au 
courant des essais _  _ permettent de constater que les inhibitions des ARNm codant 
pour TRF1, TRF2 et POT1 observées sont réversibles lorsque l’induction de LMP1 est 
stoppée. Aussi, comme illustré par la Figure 27, après 14 jours d’induction de LMP1, le 
nombre de cellules multinucléées a triplé, passant d’environ 10 à 30 %. Basée sur les 
résultats de la Figure 28, cette augmentation de cellules multinucléées, suite à l’induction 
de LMP1, corrèle avec une diminution du niveau d’ARNm codant pour les protéines 
TRF1, TRF2 et POT1.
Analyse de l’expression des protéines LMP1, TRF1, TRF2 et POT1 lors de 
l’expression de LMP1
Afin d’amener un élément de complémentarité aux analyses par RT-qPCR, les 
échantillons de ces essais ont été analysés par immunobuvardage de type western. 
L’expression des protéines LMP1, TRF1, TRF2 et POT1 a été étudiée afin de confirmer 
que les augmentations et diminutions des niveaux d’ARNm codant pour LMP1, TRF1, 
TRF2 et POT1 sont visibles au niveau de l’expression protéique. Ainsi, les échantillons 
récoltés aux jours 1, 3, 7 et 14 ont été préparés pour des analyses protéiques puis migrés 
sur gels pour ensuite être transférés sur une membrane de nitrocellulose puis incubés avec 
les anticorps contre LMP1, TRF1, TRF2, POT1 et l’alpha (a) tubuline. Ces analyses par 
immunobuvardage de type Western ont été réalisées par Bruno Lemieux en 2009 puis je 
les ai répliquées en 2010 (Figure 29).
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Figure 29 : Expression des protéines LMP1, TRFl, TRF2, POT1 et Tubuline avec et 
sans d’induction de l’oncoprotéine LMP1 chez les BJAB tTA LMP1 durant un essai 
de 14 jours
Immunobuvardage de type western illustrant les niveaux d’expression des protéines 
LMP1, TRFl, TRF2, POT1 et aTubuline durant 14 jours dans des conditions où LMP1 
est exprimé ou non chez les cellules BJAB tTA LMP1. Les échantillons ont été récoltés 
aux jours 1, 3, 7 et 14 pour déterminer l’évolution de l’expression protéique au cours de 
l’essai. Ici, la détection de la tubuline sert de contrôle puisque son expression ne devrait 
pas varier entre les échantillons. Les pistes 1, 3, 5 et 8 représentent le niveau des 
protéines analysées aux jours 1, 3, 7 et 14 sans l’induction de LMP1 tandis que les pistes 
2, 4, 6 et 9 représentent le niveau d’expression des protéines analysées aux jours 1, 3, 7 et 
14 avec l’induction de LMP1. Enfin, les pistes 7 et 10 illustrent l’expression des protéines 
analysées aux jours 7 et 14 respectivement suite à un ajout d’antibiotique au jour 3 pour 
la piste 7 et au jour 7 pour la piste 10.
Grâce aux immunobuvardage de type Western (Figure 29), il est possible de 
constater que lorsque LMP1 est exprimé dans les cellules, non seulement l’expression des 
ARNm augmente (Figure 28 A) mais l’expression de la protéine LMP1 augmente aussi 
(Figure 29, pistes 2, 4, 6 et 9, anticorps aLM Pl), en contrepartie, lorsque LMP1 n’est pas 
exprimé, le signal de la protéine LMP1 n’est pas présent ce qui confirme que le système
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d’induction de l’oncoprotéine LMP1 est efficace tant au niveau de l’expression de la 
protéine que du contrôle de l’expression de cette dernière. En comparant la piste 3 à la 
piste 4 (Figure 29), l’on constate que l’induction de LMP1 corrèle avec une diminution de 
l’expression des protéines TRFl, TRF2 et POT1 au jour 3. Ces mêmes diminutions 
peuvent être observées aux jours 7 et 14 en comparant les pistes 5 et 6 (jour 7) puis 8 et 9 
(jour 14). Ainsi, au courant de l’essai sur 14, l’induction de LMP1 se caractérise, non 
seulement par une diminution de l’expression des ARNm codant pour les protéines 
TRFl, TRF2 et POT1 (Figure 28 C, D et E), mais aussi par une diminution de 
l’expression de ces mêmes protéines (Figure 29).
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IV -  Résultats
Chapitre 2
Les résultats du chapitre précédent montrent les analyses des chromosomes des 
cellules multinucléées obtenues par SKY qui illustrent une grande quantité de 
réarrangements chromosomiques (Figure 26) qui peuvent être dus à de multiples causes, 
notamment à des pertes de fidélité dans les mécanismes de contrôle de la mitose 
(Thompson et al., 2010). Bien entendu, beaucoup d’autres mécanismes peuvent être 
responsables de ces dommages génétiques, c’est d’ailleurs ce que l’on cherche à 
déterminer dans le cas des cellules Reed-Stemberg. Il est connu que les cellules de 
Hodgkin deviennent des cellules multinucléées par endomitose, toutefois, les éléments en 
cause de l’endomitose dans ces cellules demeurent inconnus. Pour davantage caractériser 
les éléments distinctifs entre une cellule de Hodgkin et une cellule Reed-Stemberg, des 
études des télomères de ces cellules ont été réalisées. Les reconstitutions 
tridimensionnelles des télomères d’une cellule de Hodgkin et d’une cellule Reed- 
Stemberg illustrent qu’une perte de la masse télomérique est observée chez la cellule 
Reed-Stemberg (Figure 9, Introduction). Par la suite, en complémentation avec l’étude 
tridimensionnnelle des télomères des cellules de Hodgkin et Reed-Stemberg, les 
télomères des cellules multinucléées ont été analysés sur une période de 21 jours. En 
effet, la Figure 10 (Introduction) met en perspective la distribution des télomères des 
cellules multinucléées sur une évolution de 21 jours avec l’induction de LMP1. Ces 
résultats permettent de constater que les cellules multinucléées subissent une érosion de 
leurs télomères avec le temps. L’expérience suivante a eu pour but de caractériser un 
modèle d’induction de la multinucléation. La lignée cellulaire BJAB tTA LMP1 possède 
un système inductible d’expression de l’oncoprotéine LMP1, cet oncogène est un 
inducteur de multinucléation dans certaines lignées cellulaires hodgkiniennes, toutefois, 
le mécanisme par lequel LMP1 induit la multinucléation demeure toujours inconnu. Des 
essais ont été réalisés afin de déterminer si cette protéine, une fois induite dans les BJAB 
tTA LMP1, amène une augmentation de la multinucléation tout comme dans les cellules 
hodgkiniennes. Les résultats obtenus confirment que LMP1 est bel et bien un inducteur 
de multinucléation chez les BJAB tTA LMP1. Suite à l’induction de la protéine, les
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cellules BJAB tTA LMP1 passent d’un niveau de base de 10 % de cellules multinucléées 
à 30 % de cellules multinucléées après 14 jours (Résultats -  Chapitre 1 - Figure 27). Cette 
expérience a permis d’établir la lignée cellulaire BJAB tTA LMP1 comme étant notre 
modèle d’étude pour caractériser les différences entre une population passant de 10 % de 
cellules multinucléées à 30 % avec l’induction de LMP1. Comme les études de FISH en 
3D des télomères ont amené à suspecter que les télomères pourraient hypothétiquement 
être en cause dans le développement des problèmes pouvant amener la multinucléation, la 
présence des protéines du complexe des shelterins a été investiguée à partir du modèle 
cellulaire BJAB tTA LMP1 possédant un système d’induction de LMP1 amenant une 
augmentation de la multinucléation. Ainsi, les niveaux d’expression des ARNm et des 
protéines TRFl, TRF2 et POT1 ont été étudiés et les résultats illustrent qu’en présence de 
LMP1, l’expression des ARNm et protéines TRFl, TRF2 et POT1 est diminuée (Figures 
28 et 29). Comme le mécanisme par lequel LMP1 amène la multinucléation est, à ce jour, 
inconnu, il peut être postulé que LMP1 amène la diminution de l’expression des protéines 
du complexe des shelterins causant ainsi des problèmes au niveau de la réparation des 
chromosomes et, par la suite, des problèmes de division cellulaire. Cependant, il se 
pourrait aussi que cette diminution de l’expression de TRFl, TRF2 et POT1 soit une 
conséquence de la multinucléation et que LMP1 passe par d’autres mécanismes pour 
induire la multinucléation. Ainsi, les diminutions d’expression notées pourraient être une 
cause ou encore une conséquence de la multinucléation.
Inhibition de TRF2 avec des small interfering RNA (siRNA)
Comme la question de l’implication de la déprotection des télomères dans la 
multinucléation des cellules B demeure toujours sans réponses, des expériences ont été 
élaborées pour tenter de trancher la question. Soit, de déterminer si la déprotection des 
télomères est une cause de la multinucléation ou si la multinucléation des cellules a pour 
conséquence une déprotection des télomères. Les démarches élaborées pour tenter de 
trancher cette question abordent un aspect de la question seulement. En effet, les résultats 
présentés dans ce chapitre avaient pour but de tenter d’amener un élément de réponse à la 
question : «Est-ce que la déprotection des télomères cause la multinucléation?» Cette 
approche a été choisie parce que les possibilités d’expériences scientifiques étaient plus
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vastes et plus aisément réalisables en laboratoire. Ainsi, la première démarche a été 
d’utiliser des siRNA dirigés contre l’ARNm codant pour TRF2 pour inhiber l’expression 
de la protéine TRF2 chez les cellules BJAB tTA LMP1. Ces essais ont été réalisés sur 21 
jours et les cellules ont été comparées à divers contrôles. Comme mentionné dans la 
section Matériels et Méthodes, l’effet du siRNA ne dure que 4 jours ainsi, les cellules ont 
dû être électroporées aux 4 jours pour maintenir une diminution de l’expression de la 
protéine TRF2. Les échantillons étaient les suivants :
1 -  les cellules BJAB tTA LMP1 non induites et non électroporées (contrôle)
2 -  les cellules BJAB tTA LMP1 induites et non électroporées (contrôle)
3 -  les cellules BJAB tTA LMP1 non induites et électroporées (contrôle)
4 -  les cellules BJAB tTA LMP1 induites et électroporées (contrôle)
5 -  les cellules BJAB tTA LMP1 non induites et électroporées avec le siRNA contre 
TRF2
Ainsi, les essais ont été effectués sur une période de 21 jours pendant laquelle des 
échantillons de protéines ont été récoltés pour confirmer, par immunobuvardage de type 
western contre TRF2, la diminution d’expression de TRF2 par le siRNA et l’induction de 
LMP1. Aussi, des cellules ont été centrifugées de manière cytologique (cytospins) puis 
colorées aux jours 0, 4, 7, 10, 14, 17 et 21 pour permettre des comptes cellulaires au 
microscope afin de déterminer le pourcentage de multinucléation dans les diverses 
conditions. Le tout afin de déterminer le niveau d’expression de TRF2 ainsi que le 
pourcentage de cellules multinucléées dans toutes les conditions au courant des essais 
effectués en duplicata.
Les résultats obtenus lors de ces essais, autant en immunobuvardage de type 
western qu’en compte cellulaire, ont démontrés que les échantillons électroporés ont de 
grandes variations. En effet, l’expression de la protéine TRF2 est variable mais aussi les 
pourcentages de cellules multinucléées sont incertains d’une prise d’échantillon à l’autre 
mais aussi d’un essai à l’autre. Les essais avec les siRNA ont été réalisés en duplicata et
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les résultats obtenus n’indiquaient pas d’augmentation de la multinucléation chez les 
cellules électroporées avec le siRNA TRF2 comme illustré sur la Figure 30.
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Figure 30 : Pourcentage de multinucléation des cellules électroporées avec les siRNA 
dirigés contre TRF2
Les pourcentages de cellules multinucléées obtenues avec l’usage des siRNA pour les 5 
conditions énumérées chez les BJAB tTA LMP1 pendant 21 jours. Soit les échantillons 
avec LMP1 non induite avec * et sans  ^ électroporation, les échantillons avec
LMP1 induite avec * et sans électroporations et finalement les BJAB tTA LMP1 
électroporées avec le siRNA dirigé contre TRF2
Il peut être constaté sur la Figure 30 que les échantillons ayant LMP1 inhibée 
avec ou sans électroporation demeurent à un pourcentage de multinucléation assez bas 
tout au long de l’essai sur 21 jours. En effet, le pourcentage de multinucléation pour les 
cellules où LMP1 n’est pas induite demeurent à environ 13 % de multinucléation tout au 
long de l’essai ce qui est normal puisqu’il a été déterminé que le niveau de base de 
multinucléation est d’environ 10% chez les BJAB tTA LMP1. De plus, les cellules dans 
les conditions où l’oncoprotéine LMP1 est induite pendant 21 jours ont une augmentation 
du pourcentage de multinucléation qui passe de 14 à 30% après 14 jours pour les cellules 
induites sans électroporation tandis que les cellules induites avec l’électroporation suivent 
un parcours un peu anormal avec un montée de multinucléation allant jusqu’à 40 % après 
10 jours pour ensuite chuter à 20 % au jour 14. Finalement, du jour 14 au jour 21, ces 
mêmes cellules passent d’un pourcentage de 20 à 30% ce qui représent un parcours assez 
varié pour les pourcentages de multinucléation de ces cellules puisque les cellules passent 
de 40 à 20% puis à 30%. Enfin, les cellules ayant été électroporées avec le siRNA dirigés
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contre TRF2 ont un pourcentage de multinucléation autour de 15 % tout au long de 
l’essai à l’exception du jour 17 au jour 21 où le pourcentage de multinucléation passe de 
13 à 27 % en 4 jours ce qui constitue une augmentation du double de cellules 
multinucléées. Les échantillons utilisés pour effectuer ces comptes cellulaires ont aussi 
été analysés par immunobuvardage de type western tout au long des essais. Le niveau 
d’expression des protéines TRF2 et tubuline ont été étudiés dans toutes les conditions 
comme illustré sur la Figure 31.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
aTRF2
a a-Tubuline
Jour 0 Jour 4 Jour 7
1 Non Induit Non Électroporé 7 Induit Électroporé
2 Induit Non Électroporé 8 Non Induit Non Électroporé
3 Non Induit Non Électroporé 9 Non Induit Électroporé
4 Non induit Électroporé 10 siRNA contre TRF2
5 siRNA contre TRF2 11 Induit Non Électroporé
6 Induit Non Électroporé 12 Induit Électroporé
Figure 31 : Immunobuvardage de type western de l’essai 1 des inhibitions de TRF2 
chez les BJAB tTA LMP1 avec les siRNA sur 7 jours
Échantillons d’un essai d’inhibition de TRF2 analysé par immunobuvardage de type 
western. Les 12 puits correspondent aux 12 échantillons énumérés et ces derniers ont été 
analysés selon l’expression du TRF2 et de l'alpha tubuline aux jours 0, 4 et 7. Les 
échantillons du jour 0 contiennent les cellules de base pour les essais soit non induites et 
induites avec LMP1 sans aucune électroporation.
Cet immunobuvardage de type western analyse le niveau d’expression des 
protéines sur les 7 premiers jours de l’essai. Les cellules BJAB tTA LMP1 sont 
électroporées ou non et induites ou non avec LMP1 au courant de cet essai. Seule les 
échantillons avec les siRNA dirigés contre TRF2 correspondent à des nouvelles données 
toutefois les autres échantillons étaient nécessaires comme contrôles. La première
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observation à faire est que selon les pistes 5 et 10 de la Figure 31, les siRNA dirigés 
contre l’ARNm de TRF2 fonctionnent efficacement puisque le niveau de la protéine 
TRF2 est diminué au point d’être à peine visible par immunobuvardage de type western. 
Ensuite, une diminution de l’expression de la protéine TRF2 peut être observée en 
comparant les puits avec et sans induction de LMP1. Par exemple en comparant le puits 3 
au puits 6 ou encore le puits 4 au puits 7 ou bien encore les puits 8 à l l e t 9 à l 2 o ù  
l’induction de LMP1 amène une diminution de l’expression de la protéine TRF2, ce qui a 
déjà été démontré dans le Chapitre 1 de la section des Résultats. Finalement, une autre 
observation peut être faite à partir de ce résultat, c’est qu’en comparant les puits 6 et 7 et 
les puits 11 et 12, il peut être constaté que les échantillons induits avec LMP1 ont une 
baisse de l’expression de TRF2 lorsqu’ils subissent une électroporation. De plus, ces 
cellules, lors des essais, avaient un haut taux de mortalité et finissaient par être très peu 
nombreuses.
Enfin, les grandes variations constatées au niveau des pourcentages de 
multinucléation (Figure 30) et les variations d'expression des protéines selon les 
électroporation (Figure 31) ont diminués la crédibilité des résultats pour ces expériences. 
C’est pourquoi la solution d’utiliser des shRNA stablement transfectés a été adoptée. 
Cette méthode élimine les électroporations répétées puisqu’une seule électroporation est 
requise pour établir une lignée de cellule stablement transfectée avec un shRNA. Par la 
suite, le shRNA utilisé est sous le contrôle d’un antibiotique. Ainsi, l’expression du 
shRNA peut être induite au moment voulu. Aussi, l’usage des siRNA avait comme autre 
désavantage de résulter en une population dont seule une partie à intégré le siRNA sans 
possibilité de sélection. Par conséquent une proportion des cellules avait une inhibition de 
la protéine TRF2 mais pas toutes. L’établissement d’une lignée stablement transfectée 
avec un shRNA inductible permet de sélectionner les cellules ayant acquis le plasmide et 
par la suite faire une sélection clonale pour obtenir une population homogène. Ainsi, 
l’usage des shRNA plutôt que les siRNA élimine beaucoup de problèmes qui 
empêchaient le bon déroulement de l’expérience.
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Étude de l’impact de l’inhibition de TRF2 sur la multinucléation des BJAB 
tTA par l’usage de small hairpin RNA (shRNA)
Les plasmides contenant les shRNA ont été électroporés dans les cellules BJAB 
tTA pour éviter toute expression de l’oncoprotéine LMP1. En effet, l’induction des 
shRNA est effectuée en ajoutant de la tétracycline au milieu de culture cellulaire tandis 
que l’inhibition de LMP1, dans les BJAB tTA LMP1, est effectuée en ajoutant de la 
tétracycline au milieu de culture cellulaire. Ainsi, le fait que les deux systèmes dépendent 
du même antibiotique et qu’ils sont à l’inverse causerait problème. C’est pourquoi les 
cellules BJAB tTA ont été utilisées pour l’élaboration des lignées cellulaires stablement 
transfectées avec des shRNA dirigés contre TRF2. Suite aux électroporations, une 
sélection par antibiotique (zéocine) a été effectuée pour n’obtenir que les cellules ayant 
intégré le plasmide, ou du moins exprimant le gène de résistance à la zéocine. Enfin, une 
sélection clonale a été appliquée afin d’obtenir des populations issues d’une seule cellule. 
Par la suite, des tests ont été faits sur ces populations pour choisir les clones les plus 
efficaces. Soit les clones ayant une induction du shRNA amenant une diminution de la 
protéine TRF2 la plus marquée comparée au niveau initial. Enfin, en plus des plasmides 
contenant les shRNA, le plasmide pTER+ vide a, lui aussi, été électroporé pour servir de 
contrôle. Pour le plasmide pTER+, aucune sélection clonale n’a été effectuée, seule la 
sélection de base par la zéocine a été appliquée.
Ainsi, les tests ont permis de sélectionner les deux clones stablement transfectés 
avec le shRNA dirigé contre TRF2 les plus efficaces. Ces clones ont été utilisés pour les 
5 séries d’essais subséquents de 21 jours chacun avec comptes cellulaires et analyse des 
protéines avec et sans induction des shRNA. Au long de ces essais, des échantillons de 
protéines ont été récoltés aux jours 0, 7, 14 et 21 pour analyse par immunobuvardage de 
type western pour suivre l’état d’induction des shRNA dans les cellules durant les essais 
en déterminant l’expression de TRF2 avec et sans induction (Figure 32). Au final, les 5 
essais ont été analysés par immunobuvardage de type western dirigés contre TRF2 mais 
aussi par compte cellulaire par microscopie. Les clones utilisé sont les BJAB tTA pTER+, 
BJAB tTA pTER+ TRF2-1 et BJAB tTA pTER+ TRF2-5. En effet, dans les choix des 
meilleurs clones, l’un provenait de la séquence de shRNA TRF2-1 et l’autre de la
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séquence du shRNA TRF2-5 (voir section Matériels et Méthodes - Obtention des lignées 
cellulaires exprimant des small hairpin RNA (shRNA) - Plasmides pTER+ TRF2).
Jours
Induction
BJAB tTA pTER+
7 14 21
B
Jours
1 2 3 4 5 6 7
BJAB tTA pTER+TRF2-l 
0 7 14 21
aTRF2
oPOTl
aTubuline
Induction
1 2 3 4 5 6 7
aTRF2
aPOTl
aTubuline
Jours
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BJAB tTA pTER+TRF2-5 
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Figure 32 : Immunobuvardage de type western avec les lignées cellulaires BJAB 
tTA pTER+, BJAB tTA pTER+ TRF2-1 et BJAB tTA pTER+ TRF2-5 choisies pour 
les cinq essais sur 21 jours
Des échantillons de protéines de l’essai #4 ont été analysés aux jours 0, 7, 14 et 21 des 
essais d’induction. Les deux conditions, soit avec ou sans l’induction du shRNA ont été
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analysés pour l’expression de TRF2, POT1 et l'alpha tubuline pour chacun des clones. 
Analyse des protéines TRF2 et POT1 pour les cellules suivantes A) BJAB tTA pTER+ B) 
BJAB tTA pTER+ TRF2-1 C) BJAB tTA pTER+ TRF2-5 avec ou sans l’induction du 
gène du plasmide sur 21 jours. Pistes 1 sont les échantillons des cellules non induites au 
début de l’essai. Les échantillons de cellules sans et avec induction au jour 7 sont 
représentés dans les pistes 2 et 3, au jour 14 dans les pistes 4 et 5 et au jour 21 dans les 
pistes 6 et 7.
Les résultats des analyses de l’expression de TRF2 et POT1 par 
immunobuvardage de type western de la population de cellules ayant intégré le plasmide 
pTER+ (Figure 32 A) démontrent qu’il n’y a pas de diminution des protéines. Ainsi, 
l’expression des deux protéines dans les cellules ayant intégré le plasmide vide demeure 
stable avec (+) et sans (-) les inductions du gène durant 21 jours (Figure 32 A pistes 1 à 
7). Pour ce qui est de l’analyse de l’expression de TRF2 et POT1 pour le clone BJAB 
tTA pTER+ TRF2-1 (Figure 32 B), on remarque que le niveau de TRF2 diminue 
fortement jusqu’à être à peine visible lorsque TRF2 est induit (+) comparativement aux 
conditions non induites (-) (Figure 32 B pistes 2 avec 3 et 4 avec 5), toutefois il y aussi 
une diminution qui peut être notée lorsque le plasmide n’est pas induit (Figure 32 B piste 
1 versus 2 ou 6 versus 7). Cette diminution résulte en un niveau de la protéine TRF2 qui 
se situe entre l’expression normale des cellules avec le plasmide pTER+ (Figure 32 A) et 
l’expression des TRF2 lorsque le plasmide est induit (Figure 32 B Induction +). Cette 
réduction de l’expression pourrait signifier une fuite dans le système qui provoque 
l’expression du plasmide même lorsque celle-ci n’est pas induite. (Ce problème sera 
abordé dans la discussion). Aussi, dans ces conditions, il peut être remarqué que 
l’expression de la protéine POT1 ne varie pas. Par la suite, l’expression des deux mêmes 
protéines, TRF2 et POT1, a été analysée chez le clone BJAB tTA pTER+ TRF2-5 (Figure 
32 C). Encore une fois, l’expression de la protéine TRF2 diminue lorsque le plasmide est 
induit (+) en comparaison avec l’expression où le plasmide n’est pas induit (-) (Figure 32 
C pistes 4 avec 5 et 6 avec 7). Encore une fois, l’expression de TRF2 a une baisse même 
lorsque le plasmide n’est pas induit si l’on compare à l’intensité du signal pour TRF2 au 
jour 0 (Figure 32 C pistes 1 avec 2). Enfin, l’expression de POT1 ne semble pas diminuer 
lors des inductions du plasmide. Il est à noter que lors de la sélection des clones, les 
aspects importants étaient la diminution du niveau de TRF2 en comparaison avec le 
niveau de base du clone et le niveau de base d’expression de TRF2 du clone lui-même.
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Ainsi, lors des tests sur les clones, les niveaux de base d’expression de TRF2 étaient 
satisfaisants pour les deux clones choisis. Si une fuite est présente dans le système, il est 
possible que l’effet n’ait pas été immédiatement visible ce qui explique pourquoi ces 
clones ont été choisis initialement pour les tests subséquents.
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Figure 33 : Cellules multinucléées chez les cellules BJAB tTA pTER+
Pourcentages de cellules multinucléées dans la population BJAB tTA pTER+ sans e—
et avec ’ "°” “ l’induction du gène du plasmide vide sur 5 essais de 21 jours. Les 
courbes sont comparées aux valeurs obtenues pour les essais de multinucléation avec les
BJAB tTA LMPl où LMPl a été induite ’ et non induite m pendant 21 jours.
Le graphique affichant les pourcentages de cellules multinucléées chez la 
population de cellules BJAB tTA pTER+ illustre que le pourcentage de cellules 
multinucléées dans les deux conditions varie autour de 18-20%. Les données obtenues 
lors des essais sont comparées aux valeurs obtenues lors des essais d’induction de 
l’oncoprotéines LMPl dans les cellules BJAB tTA LMPL En effet, lors de cet essai 
(Résultats -  Chapitre 1 -  Augmentation de la multinucléation suite à l’induction de 
l’oncoprotéine LMPl dans les BJAB tTA LMPl -  Figure 27) il a été constaté que les
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cellules BJAB tTA LMPl passaient d’un niveau de base de 10 % de cellules 
multinucléées à 30 % de cellules multinucléées lorsque l’oncoprotéine LMPl était 
exprimée dans les cellules. Comme le but de ces essais est de déterminer le rôle de la 
diminution de TRF2 dans la multinucléation, les valeurs obtenues sont comparées aux 
valeurs des essais avec l’induction de LMPL Ainsi, les cellules de la population BJAB 
tTA pTER+ ont un pourcentage de multinucléation qui varie autour de 20 % ce qui est 
plus élevé que le niveau de base des BJAB tTA LMPl qui est de 10 %. Cette élévation 
pourrait être due aux traitements qu’on subit les cellules BJAB tTA pTER+, soit 
l’électroporation récente ainsi que la sélection à la zéocine. Toutefois, il n’y a pas de 
variation notable constatée entre les cellules où le plasmide pTER+ est induit ou non 
permettant d’établir que l’induction du plasmide vide n’amène pas d’augmentation de la 
multinucléation chez les cellules BJAB tTA pTER+. Ces inductions ont par la suite été 
tentées sur les plasmides contenant les shRNA dirigés contre TRF2 (Figures 34 et 35).
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Figure 34 : Cellules multinucléées chez les cellules BJAB tTA pTER+TRF2-l
Pourcentages de cellules multinucléées dans la population BJAB tTA pTER+TRF2-l
sans — 9—  et avec ” -°" ‘ l’induction du shRNA dirigé contre TRF2-1 sur 5 essais de 
21 jours. Les courbes sont comparées aux valeurs obtenues pour les essais de
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multinucléation avec les BJAB tTA LMPl où LMPl a été induite " et non induite 
■ pendant 21 jours.
Les résultats de la Figure 34 illustrent le pourcentage de multinucléation du clone 
BJAB tTA pTER+TRF2-l lors des 5 essais d ’une durée de 21 jours visant à comparer les
pourcentages de multinucléation des cellules avec “ "°" " et sans — e—  l’induction du 
shRNA ciblant la protéine TRF2. Il est constaté que les deux courbes se comportent de la 
même manière ce qui pourrait être dû à la fuite dans le système d’induction (Figure 32 
B). Les cellules ont, tout d’abord, un pourcentage de multinucléation de 13 % au jour 0 
pour ensuite augmenter jusqu’à 21,5 et 23,5 % au jour 14 pour les conditions non induites
— 9— et induites ” ”°" "respectivement. Enfin, du jour 14 au jour 21, une faible 
diminution est observée et le pourcentage des cellules multinucléées se termine à 20 % au 
jour 21 pour les deux conditions. Malgré la faible augmentation remarquée dans les deux 
conditions, celle-ci n’est pas comparable à l’augmentation de la multinucléation observée 
lors de l’induction de l’oncoprotéine LM Pl.
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Figure 35 : Cellules multinucléées chez les cellules BJAB tTA pTER+TRF2-5
Pourcentages de cellules multinucléées dans la population BJAB tTA pTER+TRF2-5
sans — e—  et avec ■ "°" ’ l’induction du shRNA dirigé contre TRF2-5 sur 5 essais de 
21 jours. Les courbes sont comparées aux valeurs obtenues pour les essais de
multinucléation avec les BJAB tTA LMPl où LMPl a été induite ‘ ‘ et non induite
* pendant 21 jours.
La Figure 35 illustre le pourcentage de multinucléation du clone BJAB tTA
pTER+TRF2-5 dans les conditions d’induction * "du plasmide contenant le shRNA
dirigé contre TRF2 et dans les conditions où le shRNA n’est pas induit — ®— . Les 
courbes obtenues après les 5 essais sur 21 jours débutent toutes deux avec un pourcentage 
de cellules multinucléées de base d’environ 10 % tout comme la courbe de référence des 
conditions où LMPl n’est pas induit chez les BJAB tTA LMPl. Ensuite, au jour 7, les
cellules avec le shRNA induit ’ "°” ■ ont une augmentation légère de leur pourcentage 
de cellules multinucléées tandis que les cellules où le shRNA n’est pas induit demeurent 
sensiblement au même pourcentage de 10 %. Du jour 7 au jour 14, le pourcentage de
multinucléation des deux conditions augmente jusqu’à 12 (non induit— ®— ) et 15 %
(induit ’ '°~ ”). L’augmentation se poursuit jusqu’au jour 21 où les cellules non induites
( — 9— ) atteignent un pourcentage de cellules multinucléées de 15 % tandis que les
cellules induites ( - _°" “) atteignent un niveau de 20 %. L’augmentation de 5 % 
observée chez les cellules non induites pourrait être, encore une fois, due à la fuite dans le 
système d’expression du shRNA. Pour les cellules avec le shRNA induit, une 
augmentation totale de 10 % est notée, soit le double du pourcentage de base. Ces 
résultats ne sont cependant pas comparables à l’augmentation observée chez les BJAB 
tTA LMPl lorsque l’oncoprotéine LMPl est exprimée. Ainsi, si la diminution de TRF2 
amène une faible augmentation, celle-ci n’est pas représentative pour affirmer qu’une 
diminution de la protéine TRF2 amène la multinucléation chez les cellules BJAB tTA.
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Étude de l’impact de l’inhibition de POT1 sur la multinucléation des BJAB 
tTA par l’usage de small hairpin RNA (shRNA)
Parmi les protéines dont l’expression est diminuée lorsque LMPl est exprimée et 
amène une augmentation du pourcentage de cellules multinucléées, se trouve POT1, la 
protéine du complexe des shelterins se liant à l’ADN télomérique simple brin. Dans le but 
de déterminer l’impact de la diminution de l’expression de cette protéine sur la 
multinucléation des cellules BJAB tTA, le plasmide contenant la séquence du shRNA 
dirigé contre la protéine POT1 a été électroporé dans les cellules. Puis les cellules ont été 
sélectionnées et enfin, une sélection clonale a été appliquée. Au final, seulement deux 
clones fonctionnels ont été identifiés pour les shRNA ciblant POT1. C’est pourquoi ces 
deux clones ont été choisis pour les expériences subséquentes. L’établissement des 
lignées cellulaires stablement transfectées avec les plasmides contenant les shRNA 
dirigés contre POT1 a été réalisé de la même manière que les cellules contenant les 
plasmides contenant les shRNA contre TRF2. Les clones ont été utilisés pour faire des 
essais, au nombre de 5, où les gènes du plasmide des cellules ont été, d’une part induits, 
et d’autre part non induits pendant 21 jours. Des échantillons ont été récoltés aux jours 0, 
7, 14 et 21 pour des analyses de protéines du niveau de POT1, TRF2 et tubuline pour 
permettre de suivre l’inhibition de la protéine ciblée, dans ce cas, POT1 (Figure 36). 
Ensuite, des échantillons ont aussi été récoltées pour des centrifugations de type 
cytologiques pour permettre les comptes cellulaires au courant des essais afin de 
déterminer le pourcentage de cellules multinucléées des cellules dans les toutes les 
conditions (Figures 37 et 38). Les comptes cellulaires ont été analysés de manière à 
permettre l’élaboration de graphiques mettant en perspective le pourcentage de cellules 
multinucléées dans toutes les conditions au courant des 21 jours des 5 essais.
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Figure 36 : Immunobuvardage de type western avec les lignées cellulaires BJAB 
tTA pTER+POTl-l et BJAB tTA pTER+POTl-7 utilisées pour les cinq essais sur 21 
jours
Ces immunobuvardages de type western illustrent l’analyse des protéines POT1, TRF2 et 
l'alpha tubuline des échantillons recueillis durant l’essai #4. Les échantillons ont été 
recueillis aux jours 0, 7, 14 et 21 dans les conditions où le shRNA ciblant POT1 est non 
induit (-) et induit (+) pendant 21 jours. Pistes 1 sont les échantillons des cellules non 
induites au début de l’essai. Les échantillons de cellules sans et avec induction au jour 7 
sont représentés dans les pistes 2 et 3, au jour 14 dans les pistes 4 et 5 et au jour 21 dans 
les pistes 6 et 7.
Les analyses par immunobuvardage de type western des deux clones exprimant le 
shRNA ciblé contre POT1 démontrent que, contrairement aux clones exprimant le
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shRNA contre TRF2, le niveau de base de POT1 est excellent lorsque les gènes des 
plasmides ne sont pas induits. Toutefois, les diminutions de l’expression de la protéine 
observée lorsque les gènes des plasmides sont induits ne sont pas aussi prononcées que 
pour les clones de TRF2 (Figure 36 A et B pistes 2 versus 3, 4 versus 5 et 6 versus 7). 
Malgré une diminution plus faible, les clones ont tout de même été utilisés pour faire des 
essais de 21 jours pour étudier l’induction de la multinucléation dans ces conditions. Les 
essais ont été effectués de la même manière que pour les clones avec les plasmides 
exprimant un shRNA contre TRF2. Les cellules ont été mises en culture dans deux 
conditions, soit une avec le shRNA non induit où le niveau de POT1 demeure le même et 
une autre condition où l’expression du shRNA contre POT1 est induite et où l’expression 
de POT1 est diminuée telle que vu sur la Figure 36. Enfin, au courant des cinq essais de 
21 jours chacun, des échantillons sont récoltés aux jours 0, 7, 14 et 21. Ces échantillons 
sont utilisés pour des analyses protéiques par immunobuvardage de type western et pour 
effectuer des centrifugations cytologiques puis colorer les lames pour permettre le compte 
cellulaire afin de déterminer le pourcentage de multinucléation dans les deux conditions 
(Figure 37).
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Figure 37 : Cellules multinucléées chez les cellules BJAB tTA pTER+POTl-l
Pourcentages de cellules multinucléées dans la population BJAB tTA pTER+POTl-l
sans — 0 et avec " -°" " l’induction du shRNA contre POT1 sur 5 essais de 21 jours. 
Les courbes sont comparées aux valeurs obtenues pour les essais de multinucléation avec
les BJAB tTA LMPl où LMPl a été induite " et non induite ■ pendant 21 
jours.
Dans le cas du clone BJAB tTA pTER^TOT 1 -1, les deux conditions débutent avec 
environ 13% de cellules multinucléées. Après 7 jours, les deux conditions ont toujours 
sensiblement le même pourcentage de cellules multinucléées soit de 13,9% pour les
cellules induites " m°~ ~ et de 12,7% pour les cellules non induites— 0— . Toutefois,
après 14 jours, les cellules avec le shRNA induit ” "°_ ’ augmentent à 22% de cellules
multinucléées tandis que les cellules non induites — 0— demeurent aux alentours de 
14%. Cependant, après 21 jours, les deux conditions rejoignent un pourcentage de 
cellules multinucléées semblable, soit de 16%. Cette diminution pourrait être due, 
premièrement aux grandes variations observées durant les essais (ce point sera discuté 
ultérieurement) ou encore à l'entrée en apoptose des cellules lorsque POT1 est inhibé 
finalement l'hypothèse que l'instabilité des cellules multinucléées, qui amène ces 
dernières à éclater lorsque leur volume est supérieur à ce que leur paroi peut supporter, 
pourrait aussi être un facteur à considérer. Finalement, il est observé que le niveau non
induit — 0— de cellules multinucléées est plus élevé que celui des cellules BJAB tTA
LMPl sans induction de LMPl ■ (14% vs 10% respectivement). Aussi,
l’augmentation notée pour les cellules BJAB tTA pTER+PO Tl-l avec l’induction du
shRNA ‘ *°* ‘ n’est pas comparable à l’augmentation notée pour l’induction de LMPl 
'  " dans les BJAB tTA LM Pl.
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Figure 38 : Cellules multinucléées chez les cellules BJAB tTA pTER+POTl-7
Pourcentages de cellules multinucléées dans la population BJAB tTA pTER+POTl-7
sans 0 et avec " -°" ” l’induction du shRNA dirigé contre POT1 sur 5 essais de 21 
jours. Les courbes sont comparées aux valeurs obtenues pour les essais de
multinucléation avec les BJAB tTA LMPl où LMPl a été induite ’ " et non induite
“ pendant 21 jours.
Les cinq essais effectués sur le clone BJAB tTA pTER+POTl-7 ont débuté avec 
un pourcentage moyen de cellules multinucléées de 15,6%. Très peu de variations entre
les cellules avec le shRNA induit ” ’° ’ ” et non induit — 9— ont été observées lors de 
ces essais. En effet, le pourcentage de cellules multinucléées demeure entre 17 (jour 14
en condition induit " ”° “ ”) et 12% (jour 14 en condition non induit — 9— ). Tout au 
cours des essais, le pourcentage de cellules multinucléées est demeuré en moyenne à 14% 
ce qui permet d ’affirmer que l’inhibition de POT1 dans le clone BJAB tTA pTER+POTl- 
7 n’amène pas d’augmentation de la multinucléation chez les cellules BJAB tTA
comparable à l’augmentation observée avec les BJAB tTA LMPl ’ * lorsque
l'oncoprotéine LMPl est exprimée.
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V -  Discussion et Conclusion
Le premier objectif de cette étude était de caractériser certaines différences entre 
les cellules mononucléés de Hodgkin et les cellules multinucléées Reed-Stemberg. Les 
résultats ayant amené les premières pistes quant aux aspects à étudier ont été mentionnés 
dans l’introduction (Figure 9). Des analyses de FISH des télomères en 3D réalisées par le 
Dr. Knecht en collaboration avec Dre Mai ont permis la reconstitution des télomères de 
cellules de Hodgkin et Reed-Stemberg de la lignée cellulaire L1236 en trois dimensions. 
Les reconstitutions ont été réalisées grâce au programme informatique Teloview qui 
permet la quantification et l’analyse des signaux. Ainsi, les reconstitutions illustrent 
fidèlement la taille et la distribution des télomères dans le noyau des cellules analysées. 
Les résultats de cette analyse, publiée en 2010 (Knecht et al., 2010), permettent de 
remarquer que lorsque l’on compare le contenu télomérique de la cellule Reed-Stemberg 
à celui de la cellule de Hodgkin, on constate qu’il y a une diminution au niveau de la 
taille des télomères. En effet, non seulement la cellule Reed-Stemberg est deux fois plus 
volumineuse (Figure 9 B) que la cellule de Hodgkin (Figure 9 A) mais la quantité de 
signaux de télomères détectés dans la cellule multinucléée est largement inférieure. Ainsi, 
les cellules Reed-Stemberg seraient caractérisées par une perte de leur masse 
télomérique. Ce résultat est corroboré par une autre analyse, aussi réalisée par le Dr. 
Knecht en collaboration avec la Dre. Mai, encore une fois en utilisant la technique de 
FISH des télomères en 3D. Cette fois-ci, les données de quantifications des télomères 
obtenues des analyses ont été utilisées pour établir une distribution des télomères selon 
leur intensité de signal dans diverses conditions (Figure 10, Introduction). Dans cette 
étude, seuls les télomères des cellules multinucléées ont été pris pour compte, le but de 
cette analyse était de caractériser l’état des télomères des cellules multinucléées sur une 
période de 21 jours. Le graphique met en perspective le nombre de télomères selon leur 
taille dans les conditions où les cellules BJAB tTA LMPl ne sont pas induites pour 
LMPl pendant 7 jours, les cellules BJAB tTA LMPl sont induites pour LMPl pendant 7 
jours, puis 14 et 21 jours. Les éléments frappants observés sur ce graphique sont que le 
nombre de petits télomères chez les cellules multinucléées augmente au courant des 21
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jours. En effet, il semble que plus les cellules sont longtemps en culture avec l’induction 
de LMPl, plus leur nombre de petits télomères augmente. Aussi, une autre observation 
importante est que la courbe des télomères à 21 jours de culture et d ’induction chute 
rapidement comparée aux autres courbes. Il est constaté que le nombre de télomères de 
taille moyenne et supérieure des cellules multinucléées BJAB tTA LMPl après 21 jours 
d’induction chute plus rapidement que les autres courbes. Cette observation permet 
d’établir que les télomères semblent subir une érosion au cours du temps lorsque LMPl 
est induite dans les cellules pendant 21 jours. Ainsi, en traitant les deux résultats obtenus 
par le FISH des télomères en 3D, il est possible d’affirmer que les cellules mononucléées 
de Hodgkin ont une perte de leur masse télomérique dans leur transition vers une cellule 
multinucléée Reed-Stemberg. Cette perte de masse télomérique pourrait se continuer au 
courant de la vie de la cellule multinucléée où cette dernière subit une érosion de ses 
télomères. Ainsi, ces résultats ont amené à questionner le rôle des télomères dans la 
transition d’une cellule mononucléée de Hodgkin à une cellule multinucléée Reed- 
Stemberg. En effet, les analyses de FISH des télomères en 3D ont introduit la notion que 
l’état des télomères semble être différent entre les cellules mononucléées et 
multinucléées. Ces résultats ont conduit au raisonnement que le raccourcissement des 
télomères pourrait être en cause dans le développement des cellules multinucléées. Ainsi, 
en partant de ces résultats et de cette hypothèse, d’autres expériences ont été menées dans 
le but de caractériser davantage les éléments portant à la formation de cellules 
multinucléées.
Des analyses de SKY réalisées en collaboration avec la Dre. Mai ont permis de 
visualiser l’étendue des réarrangements ayant pris place dans le génome de trois cellules 
Reed-Stemberg dans trois lignées cellulaires hodgkiniennes et d’une cellule multinucléée 
d’une lignée cellulaire de lymphome de Burkitt. Ces cellules B multinucléées sont 
caractérisées par un grand nombre de translocations, duplications et délétions pouvant 
amener à diverses complications dans le métabolisme de la cellule. Les réarrangements 
retrouvés dans ces analyses peuvent provenir de multiples sources. Cependant, les 
analyses de FISH des télomères en trois dimensions ont amené à une hypothèse. 
L’hypothèse étant que l’érosion des télomères observée grâce au FISH des télomères en
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3D pourrait conduire les télomères vers un état critique et amènerait la multinucléation 
chez les cellules B. Après tout, en sachant qu’une cellule mononucléée perd partiellement 
son contenu télomérique lors de sa transition vers la multinucléation, et que cette perte se 
maintient dans la vie de la cellule multinucléée, il pourrait être possible que les 
réarrangements dans les chromosomes observés lors des analyses chromosomiques par 
SKY soient aussi dus à la perte de la masse télomérique. Comme discuté dans 
l’introduction, lorsque les télomères sont trop courts, la machinerie de réparation de 
l’ADN de la cellule est activée et des réarrangements tels que des jonctions d’extrémités 
non homologues prennent place. Ces jonctions d’extrémités non homologues, au moment 
de la division cellulaire peuvent amener des cassures au niveau des chromosomes ce qui 
engendrent davantage de dommages et de réarrangements.
Ainsi, ces résultats ont servi à introduire le second objectif de ce projet. Soit, de 
déterminer si la déprotection des télomères entraîne la multinucléation. Pour tenter 
d’étudier les phénomènes prenant place lors de la transition d’une cellule mononucléée à 
une cellule multinucléée au niveau des télomères, il y avait nécessité d’obtenir un outil 
d’induction de la multinucléation. En effet, le fait que les cellules de Hodgkin et Reed- 
Stemberg ne peuvent être séparées les unes des autres justifie le besoin d’un modèle 
d’induction de la multinucléation. L’impossibilité d ’étudier les deux populations 
séparément aboutit à la solution d’utiliser un modèle où il est possible d’induire à volonté 
la multinucléation. Il est déjà connu que l’oncoprotéine LMPl induit la multinucléation 
lorsqu’électroporée dans certaines lignées cellulaires hodgkiniennes, cependant, aucune 
lignée cellulaire hodgkinienne ne possède de système inductible de cette protéine. C’est 
pourquoi les cellules BJAB tTA LMPl ont été utilisées pour les tests subséquents. Cette 
lignée cellulaire issue du lymphome de Burkitt est composée de cellules B post- 
germinales, soit le même type cellulaire et le même stade de différenciation que les 
cellules du lymphome de Hodgkin. Ces cellules possèdent un système inductible de 
l’oncoprotéine LMPl. Afin de déterminer si l’induction de LMPl chez ces cellules 
causait une augmentation de la multinucléation, des essais ont été réalisés dans des 
conditions où LMPl était induite puis dans des conditions contrôle où LMPl était inhibée 
pendant 21 jours. Des échantillons ont été récoltés et centrifugés de façon cytologique
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puis colorés pour permettre des comptes cellulaires aux jours 0, 7, 14 et 21. Au final, les 
comptes cellulaires ont permis de constater que lorsque LMP1 est induite, le pourcentage 
de cellules multinucléées triple. En effet, les cellules passent d’un niveau de base de 10 % 
de cellules multinucléées à 30 % après 14 jours d’induction de l’oncoprotéine LMP1 
(Résultats -  Figure 27). Ces résultats soutiennent que chez les BJAB tTA LMP1, 
l’oncoprotéine LMP1 agit comme un inducteur de la multinucléation et par conséquent, 
ces cellules peuvent être utilisées comme modèle d’induction de multinucléation pour 
étudier le phénomène de transition d’une cellule mononucléée à une cellule multinucléée. 
Ainsi, grâce à ces cellules il est possible d ’étudier deux populations; l’une où le 
pourcentage de cellules multinucléées demeure stable à environ 10% et une autre où le 
pourcentage de cellules multinucléées augmente graduellement jusqu’à 30 % après 14 
jours d’induction.
Comme les analyses de FISH des télomères en 3D ont amené à l’hypothèse que 
l’intégrité des télomères pourrait être compromise et que cette situation pourrait mener à 
la transition d’une cellule mononucléée à une cellule multinucléée, l’expression des 
ARNm codant pour les protéines du complexe des shelterins TPP1, TRF1, TRF2 et POT1 
a été analysée par RT-qPCR avec et sans l’induction de LMP1 (Résultats -  Figure 28). 
Comme mentionné dans l’introduction, lorsque les protéines du complexe des shelterins 
sont présentes en quantité trop faible, elles ne suffisent plus à inhiber le processus de 
réparation de l’ADN de la cellule. Ainsi, il est pertinent d’analyser le comportement des 
ARNm codant pour ces protéines afin de déterminer si ces derniers sont influencés par 
l’expression de l’oncoprotéine LMP1 et du fait même par l’augmentation de la 
multinucléation dans la population. Les résultats de l’analyse sont caractérisés par une 
diminution de l’expression des ARNm codant pour les protéines TRF1, TRF2 et POT1 
lorsque LMP1 est exprimée chez les cellules au courant des 14 jours. En effet, seule 
l’expression des ARNm codant pour la protéine TPP1 est demeurée stable lorsque la 
protéine virale LMP1 était exprimée dans les cellules. En plus de diminuer lorsque LMP1 
est induite, l’expression des ARNm de TRF1, TRF2 et POT1 augmente jusqu’au niveau 
de base (sans l’induction de LMP1) lorsque la tétracycline est ajoutée au milieu de 
culture aux jours 3 et 7. En effet, au courant des essais sur 14 jours, les inductions de
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LMP1 ont été interrompues aux jours 3 et 7. Ainsi, si l’expression de LMP1 amène une 
diminution de l’expression des ARNm codant pour TRF1, TRF2 et POT1 dans les 
cellules, cette diminution est réversible lorsque l’expression de LMP1 est inhibée puisque 
le niveau d’ARNm codant pour ces protéines augmente jusqu’à son niveau normal lors de 
l’interruption de l’induction de la protéine. Par conséquent, cet essai permet de suggérer 
que l’expression de LMP1 semble inhiber l’expression des ARNm codant pour les 
protéines du complexe des shelterins TRF1, TRF2 et POT1.
Par la suite, une analyse par immunobuvardage de type western des échantillons 
de ce même essai a été réalisée afin d’étudier l’expression des protéines TRF1, TRF2 et 
POT1 lorsque l’oncoprotéine LMP1 est exprimée (Résultats -  Figure 28). Les résultats de 
l’immunobuvardage reflètent ceux de l’analyse par RT-qPCR puisque lorsque la protéine 
LMP1 est exprimée, l’expression des protéines TRF1, TRF2 et POT1 diminue et cette 
diminution est visible à partir du jour 3 de l’induction de LMP1. Ainsi, pour un même 
jour, en comparant les niveaux d’expression des protéines dans les deux conditions, avec 
et sans l’expression de LMP1, il est remarqué que l’expression des trois protéines 
étudiées est plus basse lorsque LMP1 est exprimée. De plus, on observe des 
augmentations de l’expression des protéines suite aux interruptions de l’induction de 
l’expression de la protéine LMP1. En effet, les résultats illustrent le niveau d’expression 
des protéines aux jours 7 et 10, donc 3 jours après l’interruption de l’induction qui ont eu 
lieu aux jours 3 et 7. Ces résultats montrent des niveaux d’expression des protéines qui 
sont comparables aux niveaux d’expression de base, soit dans les conditions où LMP1 
n’est pas induit et qui sont, ainsi, supérieurs au niveau d’expression observé en présence 
de LMP1. Cette analyse permet de complémenter l’analyse des ARNm et d’affirmer que 
l’inhibition des ARNm des protéines du complexe des shelterins TRF1, TRF2 et POT1 se 
répercute aussi sur l’expression des protéines et que ces inhibitions sont réversibles 
lorsque l’induction de l’oncoprotéine LMP1 est interrompue.
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En considérant que les résultats de FISH des télomères en 3D illustrent une 
érosion des télomères chez les cellules multinucléées et que des réarrangements 
chromosomiques sont observés chez ces cellules, l’hypothèse que l’état précaire des 
télomères pourrait jouer un rôle dans la formation des cellules multinucléées Reed- 
Stemberg a été considérée. Pour permettre l’étude plus approfondie de ce phénomène, les 
cellules BJAB tTA LMP1 ont été adoptées comme modèle d’étude puisque ces cellules 
permettent l’induction de l’oncoprotéine LMP1, protéine qui induit la multinucléation 
chez les cellules, lorsqu’exprimée. À partir de ce modèle, l’expression des protéines 
TRF1, TRF2 et POT1, trois protéines du complexe des shelterins, a été étudiée dans les 
conditions où LMP1 était induite ou non. Les analyses ont permis de constater qu’en 
présence de la protéine, l’expression des ARNm et des protéines de TRF1, TRF2 et POT1 
diminue ce qui aurait pour effet de déprotéger les télomères. Ces résultats ont amené des 
questions quant au rôle que joue la déprotection des télomères dans la formation des 
cellules multinucléées. Il est connu que LMP1 induit la multinucléation, toutefois, son 
mécanisme d ’action est inconnu. Les résultats observés indiquent la possibilité que LMP1 
inhibe l’expression des protéines du complexe des shelterins, ce qui pourrait mener à des 
télomères déprotégés puis à des réarrangements chromosomiques qui amèneraient 
l’endomitose.
Pour vérifier cette hypothèse, des siRNA dirigés contre l’ARNm de la protéine 
TRF2 ont été utilisés dans les cellules BJAB tTA LMP1 non induites. Le but étant de 
visualiser les effets de cette inhibition seule sur la multinucléation des cellules sans 
l'impact de LMP1. Cependant, comme les transfections par micelles ne fonctionnent pas 
sur les cellules en suspension, les siRNA ont dû être introduits dans les cellules par 
électroporation. Comme l’effet du siRNA dure environ 4 jours, les électroporations ont 
été répétées au courant des essais sur une période de 21 jours. Ainsi, les cellules 
subissaient plusieurs électroporations au cours de ces expériences. Les résultats obtenus, 
soient les comptes cellulaires de pourcentage de multinucléation et les analyses 
protéiques de l’expression de TRF2, étaient caractérisés par de grandes variations au 
niveau de l’expression des protéines et des pourcentages de cellules multinucléées chez 
les échantillons ayant subis les électroporations à répétition. C’est pour cette raison que
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cette méthode a été abandonnée, les électroporations ont pour effet d’induire la mort chez 
une grande quantité de cellules et par conséquent une sélection est appliquée. Ainsi, après 
21 jours de culture avec des électroporations à répétitions, il y a peut-être eu des 
changements au niveau du contenu et de l’intégrité de la population cellulaire qui pourrait 
expliquer les différences entre les niveaux d’expressions de protéines. C’est pour cette 
raison qu’une autre méthode a été adoptée pour étudier l’impact de l’inhibition des 
protéines du complexe des shelterins sur la multinucléation.
L’établissement de lignées cellulaires stablement transfectées avec un plasmide 
exprimant un shRNA dirigé contre TRF2 ou POT1 a été la méthode choisie pour tenter 
de déterminer le rôle de la déprotection des télomères dans la formation de cellules 
multinucléées. Les plasmides exprimant les shRNA ont, eux aussi, été électroporés dans 
les cellules, toutefois, une seule électroporation a été requise. De plus, les plasmides 
exprimant les shRNA sont sous le contrôle d’un antibiotique ainsi, il a été possible 
d’inhiber l’expression du plasmide au cours des processus de sélections ce qui a permis 
de générer des clones stablement transfectés avec les plasmides exprimant les shRNA 
dirigés contre les ARNm de POT1 et TRF2. Pour les clones ayant le plasmide contenant 
le shRNA ciblant l’ARNm de TRF2, les clones fonctionnels obtenus ont été testés pour 
leur efficacité d’induction du plasmide et les plus efficaces ont été retenus pour les essais 
subséquents. Pour les clones ayant le plasmide contenant le shRNA ciblant l’ARNm de 
POT1, les deux clones fonctionnels obtenus ont été utilisés pour les tests. Les essais 
d’induction de 21 jours réalisés avec les clones inductibles ont été effectués en 5 reprises 
pour tous les clones sélectionnés. Les comptes cellulaires obtenus ne permettent pas 
d’affirmer que l’inhibition de TRF2 ou POT1 amène une augmentation de la 
multinucléation. En effet, il n’y a pas eu d’augmentation du pourcentage de 
multinucléation noté pour les clones contenant les shRNA ciblant l’ARNm de POT1 ou 
TRF2.
Malgré le fait que cette méthode a été adoptée afin de résoudre certains problèmes 
rencontrés lors de l’usage des siRNA tels que les électroporations fréquentes et le 
manque de possibilité de faire une sélection, la méthode présente a tout de même
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comporté certains problèmes. Premièrement, beaucoup de variations ont été observées 
durant les différents essais pour certains clones. Comme le démontrent les barres 
d’erreurs des Figures 33, 34 et 37 (Résultats -  Chapitre II : shRNA de pTER+, 
pTER+TRF2-l et pTER+PO T l-l) les pourcentages de cellules multinucléées pour 
certains essais comportaient des variations. Comme ces variations n’étaient pas 
uniformes ou constantes dans tous les essais, aucun des essais n’a été éliminé afin 
d’éviter toute partialité. Ainsi, même sans l’usage fréquent d’électroporation, des 
variations au niveau des comptes cellulaires ont été constatées. Ces variations, lors des 
compilations de données, ont contribué à augmenter la déviation standard calculée pour 
l’élaboration des barres d’erreurs dans les graphiques de pourcentage de cellules 
multinucléées pour les différents clones. Par la suite, un autre problème a été observé au 
niveau de l’étanchéité du système d’induction du shRNA ciblant l’ARNm de TRF2. Les 
analyses de protéines par immunobuvardage de type western (Résultats -  Chapitre II : 
Figure 32) illustrent bien le problème qui a été diagnostiqué vers la fin des essais. Une 
fuite au niveau du système d’inhibition de l’expression du gène du plasmide ayant le 
shRNA dirigé contre l’ARNm de TRF2 a été observée. Ainsi, même lorsque le gène du 
plasmide est inhibé, le niveau de la protéine TRF2 est plus bas qu’il devrait l’être. Ce 
problème a été diagnostiqué seulement vers la fin des essais puisqu’il semble que l’effet 
de la fuite sur l’expression de TRF2 se soit aggravé au fil du temps occasionnant une 
diminution graduelle du niveau de TRF2 chez les cellules avec le shRNA inhibé. En 
effet, lors des tests effectués sur les clones pour déterminer ceux qui fonctionnaient le 
mieux, l’expression de base de la protéine TRF2 ne comportait pas de diminution aussi 
marquée que celle observée sur la Figure 32 (Résultats -  Chapitre II). Toutefois, si le 
système comportait une fuite depuis le début, il est possible qu’avec le temps, les cellules 
qui ont subi les sélections par antibiotique et ensuite la sélection clonale aient aussi été 
sélectionnées selon leur capacité de survie avec un niveau de TRF2 plus bas. Enfin, 
aucune augmentation de la multinucléation n'a été observée lors de l'induction des 
shRNA ciblant TRF2 ce qui permet d'amener l'hypothèse que la diminution seule de 
TRF2 ne suffit pas à avoir un impact sur la multinucléation. Aussi, durant les 
expériences, certaines similarités et différences ont été observées lorsque comparées à 
d'autres études publiées quant au phénotype des cellules. En effet, dans certaines études
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où des shRNA dirigés contre TRF2 ont été utilisés, une augmentation graduelle du niveau 
de TRF2 a été notée après un certain temps de culture. En effet, il est possible qu'une 
sélection ait pris place et que la survie des cellules avec une plus grande expression de 
TRF2 ait été favorisée (Takai et al., 2010). Ce phénomène n'a pas été observé au cours 
des essais effectués dans cette étude. Il est possible que la courte durée des essais soit en 
cause, ces derniers ont été effectués sur une durée de 21 jours. Cependant, pour ce qui est 
du phénotype des cellules exprimant les shRNA TRF2 et POT1 individuellement, la mort 
de certaines cellulaires a été constaté et plusieurs cellules comportaient des noyaux 
difformes qui n’étaient toutefois pas en nombre plus élevé que un. Ainsi, tout comme les 
autres études sur l'inhibition de TRF2 et POT1 par shRNA (Hockemeyer et al., 2005; 
Takai et al., 2010), les cellules n'étaient peut être pas multinucléées, mais elles 
manifestaient tout de même des phénotypes de dysfonction télomérique.
Un autre problème a été identifié au courant des essais, ce problème étant que le 
niveau d’expression de POT1 lorsque les shRNA dirigés contre POT1 étaient exprimés 
ne diminuait pas autant que ce qui était espéré. En effet, les deux clones positifs pour 
l’inhibition de POT1 n’avaient pas un effet très drastique sur l’expression de la protéine. 
Malgré le fait que le shRNA ne fonctionne pas aussi bien que désiré, les clones positifs 
pour les shRNA de POT1 ont tout de même été utilisés pour les tests puisqu’ils ont été 
difficiles à obtenir. Les résultats obtenus ne montrent pas d’augmentation du pourcentage 
de multinucléation des cellules lorsque le shRNA est exprimé et inhibe l’expression de 
POT1. Cette absence d’augmentation du nombre de cellules multinucléées chez les 
clones ayant le shRNA dirigé contre POT1 pourrait être due au fait que le shRNA 
n’inhibait pas suffisamment l’expression de la protéine ou encore il se pourrait que 
l’inhibition seule de POT1 n’ait pas d’effet sur la multinucléation.
Au final, les analyses de FISH des télomères en 3D illustrent une érosion des 
télomères chez les cellules multinucléées et les analyses de SKY des cellules 
multinucléées mettent en évidences de multiples fragmentations de génome des cellules. 
Enfin, l’étude des cellules BJAB tTA LMP avec l’induction de LMP1 démontre qu’une 
diminution de l’expression des ARNm et des protéines TRF1, TRF2 et POT1 quand les
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cellules expriment LMP1. En sachant que LMP1 est un inducteur de multinucléation, il 
est possible de postuler que LMP1 inhibe l’expression des protéines du complexe des 
shelterins déprotégeant ainsi les télomères. Cette déprotection amènerait l’érosion des 
télomères et les fragmentations du génome. Ainsi, la déprotection des télomères pourrait 
être responsable de multinucléation en présence de LMP1. L’inhibition de TRF2 et POT1 
par les shRNA dans les BJAB tTA avait pour but de tenter d ’amener des éléments de 
réponse à cette question. Les résultats obtenus avec les lignées cellulaires stablement 
transfectées avec les plasmides contenant les shRNA dirigés contre les ARNm de TRF2 
et POT1 n’ont pas donnés d’augmentation de la multinucléation. En conclusion, l’usage 
des shRNA n’ont pas abouti à l’induction de la multinucléation des cellules. Toutefois, 
ces résultats ont amenés beaucoup de questions et d’avenues qui demeurent encore à 
étudier.
En sachant que LMP1 est une protéine multifonctionnelle qui induit l’expression 
de diverses kinases, mais aussi de NF-kB, il n’est pas à exclure que cette protéine puisse 
induire la multinucléation en utilisant plusieurs voies additionnelles à l’inhibition des 
protéines du complexe des shelterins. En effet, LMP1 est une oncoprotéine qui a pour 
rôle d’assurer l’activation, la croissance et la survie des cellules B infectées par le virus 
Epstein-Barr. Ainsi, il est possible qu’en plus d’inhiber les protéines du complexe des 
shelterins, LMP1 inactive les voies de contrôle de la division cellulaire pour arriver à une 
endomitose. Dans le système utilisé, l’inhibition d’une seule protéine a été réalisée, il se 
peut que l’inhibition d’une seule protéine ne suffise pas à induire la multinucléation et 
que des malfonctions au niveau du contrôle de la division cellulaire soient requises pour 
que les cellules entrent en mitose malgré les dommages subis. Aussi, les analyses ont 
démontré qu’en présence de LMP1, les protéines TRF1, TRF2 et POT1 étaient inhibées. 
Dans les expériences présentées, une seule protéine a été inhibée avec les shRNA. Ainsi, 
il est possible que pour obtenir un phénotype de multinucléation la combinaison de 
l’inhibition des trois protéines soit à considérer plutôt que l’inhibition d’une seule.
La double inhibition des protéines TRF2 et POT1 serait à considérer en 
établissant une lignée cellulaire stablement transfectée avec les deux plasmides. D
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suffirait de changer le gène de résistance à la zéocine pour le gène de résistance à la 
puromycine sur le plasmide pTER+ de l’un ou l’autre des plasmides utilisés pour 
l’inhibition, soit le POT1 ou de TRF2 pour permettre la sélection des cellules ayant 
intégré les deux plasmides (Figure 39).
Zéocine Puromycine
Figure 39 : Système de double inhibition des protéines TRF2 et POT1
L’établissement d’une lignée cellulaire stablement transfectée avec les deux plasmides 
contenant les shRNA dirigés contre TRF2 et POT1 serait réalisé en utilisant l’une des 
lignées cellulaires déjà obtenues et en y ajoutant le plasmide complémentaire (soit contre 
TRF2 ou contre POT1) avec un gène de résistance à la puromycine plutôt qu’à la zéocine 
pour permettre la double sélection.
Ainsi, la double inhibition permettrait d’obtenir un profil plus semblable à celui 
observé lors de l’induction de LMP1. H en résulterait avec deux protéines du complexe 
des shelterins inhibées. D se pourrait que la combinaison de l’inhibition de deux éléments 
clés du complexe des shelterins puisse amener à la multinucléation des cellules. Ensuite, 
un autre aspect demeure à considérer, c’est le fait que les shRNA dirigés contre l’ARNm 
de TRF1 n’ont pas été utilisés. Non pas qu’ils n’ont pas été tentés, toutefois, aucun des 
clones obtenus lors des sélections n’était fonctionnel. Ainsi, dans les cellules BJAB tTA, 
les clones obtenus stablement transfectés avec les shRNA dirigés contre TRF1 ne 
résultaient pas en une diminution de la protéine TRF1. Par conséquent, seuls les shRNA 
contre TRF2 et POT1 ont été utilisés.
Aussi, en sachant que LMP1 induit l’expression amplifiée et soutenue du facteur 
de transcription NF-kB, il n’est pas à exclure que LMP1 puisse induire la multinucléation 
en passant par la surexpression de ce facteur. En effet, NF-kB est impliqué dans la 
réponse immunitaire et la réponse au stress de la cellule. De plus, son expression 
déclenche l’expression de gènes anti-apopotiques. Ainsi, il est possible que NF-kB assure
97
la survie des cellules pendant que ces dernières subissent divers dommages, amenant, de 
ce fait, à des endomitoses qui se terminent avec la multinucléation de la cellule. Une 
étude intéressante serait d’induire l’expression de l’oncoprotéine LMP1 dans les BJAB 
tTA LMP1 et d’inhiber l’expression de NF-kB dans ces cellules lors de l’induction de 
LMP1. Il est possible d’inhiber l’expression de NF-kB en utilisant l’inhibiteur BAY 11- 
7082. En utilisant ce produit chez les cellules BJAB tTA LMP1 lors de l’induction de 
LMP1, dans la mesure où NF-kB n’est pas complètement inhibé, mais demeure à son 
niveau normal, soit le niveau d’expression lorsque LMP1 n’est pas induit dans les 
cellules, il serait possible d’évaluer le rôle que NF-kB joue dans l’induction de la 
multinucléation chez la protéine LMP1. En effet, si l’augmentation des cellules 
multinucléées ne varie pas avec ou sans l’inhibition de NF-kB, alors le facteur ne jouerait 
pas de rôle dans l’induction de la multinucléation. Toutefois, si le pourcentage de cellules 
multinucléées n’augmente pas lors de l’inhibition de NF-kB avec l’induction de LMP1, 
c’est que le facteur est impliqué dans l’induction de la multinucléation et qu’en l’absence 
de sa surexpression, les cellules sont moins portées à atteindre la multinucléation. Cette 
étude permettrait de caractériser comment LMP1 induit la multinucléation chez les 
cellules Hodgkinienne ce qui pourrait amener des éléments de réponse quant aux 
événements menant à la transition d’une cellule mononucléée à une cellule multinucléée.
Enfin, il a été déterminé que lorsque LMP1 est induit chez les cellules BJAB tTA 
LMP1, deux phénomènes sont constatés, le premier est que les cellules ont une 
augmentation de leur pourcentage de cellules multinucléées. En effet, le pourcentage 
passe de 10 à 30 % de cellules multinucléées, soit le triple, après 14 jours d’induction. 
Ensuite, il est constaté que le niveau d’expression des ARNm et des protéines TRF1, 
TRF2 et POT1 diminue lorsque LMP1 est exprimée chez les cellules. L’hypothèse posée 
est que LMP1 diminuerait l’expression des ARNm et protéines TRF1, TRF2 et POT1 et 
que cette diminution entraînerait une déprotection des télomères puis une endomitose de 
la cellule menant à la multinucléation. Comme les inhibitions individuelles des protéines 
TRF2 et POT1 n’ont pas amené d’éléments de réponse quant à leur implication, un autre 
aspect a été considéré. Il s’agirait de surexprimer les protéines TRF2 et POT1 à l’aide de 
plasmides de surexpression dans les cellules BJAB tTA LMP1. Ainsi, lorsque LMP1 est
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exprimé, il suffirait de surexprimer les protéines afin de déterminer si l’augmentation de 
la multinucléation préalablement observée prend toujours place lorsque l’effet de LMP1 
sur les protéines du complexe des shelterins est contré. Cet aspect aurait pour but de 
complémenter les essais réalisés avec les shRNA car il étudie l’envers de la médaille. Les 
démarches quant à la réalisation de ces expériences ont déjà été commencées en 
laboratoire. Effectivement, les plasmides de surexpression pour TRF2 ont été obtenus et 
construits et les lignées cellulaires BJAB tTA LMP1 stablement transfectées avec les 
plasmides de surexpression pLPC NMYC TRF2 et pIRESpuro3 NMYC TRF2 ont déjà 
été obtenues (Figure 40). Seuls les essais réalisés sur 21 jours d’induction de LMP1 n’ont 
pas été débutés.
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Figure 40 : Surexpression de TRF2 avec les plasmides pIRES NMYC TRF2 et 
pLPC NMYC TRF2 dans les cellules BJAB tTA LMP1
Immunoburvardage de type western de l’expression de NMYC et TRF2 avec les 
plasmides électroporés dans les BJAB tTA LMP1 en vue des essais de surexpression. Les 
cellules sont maintenues avec LMP1 inhibée dans ces échantillons. Les cellules contenant 
les plasmides de surexpression de TRF2 sont des populations, ainsi aucune sélection 
clonale n’a été appliqué. Figure gracieusement fournie par Bruno Lemieux.
Bien entendu, ces expériences ont toutes une approche basée sur l’hypothèse que 
la déprotection des télomères amène la multinucléation. Comme mentionné
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précédemment, cette approche a été choisie parce que les démarches expérimentales pour 
tester l’hypothèse étaient plus simples. D n’est pas à exclure que la déprotection des 
télomères puisse être une conséquence de la multinucléation plutôt que d’en être la cause. 
En effet, les cellules multinucléées pourraient se former tout autrement et par la suite 
subir des dommages qui amèneraient comme conséquence une érosion de leurs 
télomères. Ainsi, la diminution de l’expression des ARNm et protéines TRF1, TRF2 et 
POT1 pourrait corréler avec l’augmentation du nombre de cellules multinucléées formées 
lors de l’expression de LMP1 chez les cellules BJAB tTA LMP1. Cependant, amener des 
réponses concrètes pour démontrer cet aspect, soit que la multinucléation aurait comme 
conséquence une érosion des télomères, n’est pas un objectif facilement réalisable. Les 
cellules de Hodgkin et les cellules Reed-Stemberg ne possèdent pas de marqueurs qui 
permettent de les diviser en deux populations, ainsi il est impossible d’étudier des 
populations homogènes de cellules de Hodgkin et Reed-Stemberg individuelles.
Finalement, le mécanisme de formation des cellules Reed-Stemberg dans le 
lymphome de Hodgkin demeure toujours un mystère et l’hypothèse que l ’érosion des 
télomères pourrait être responsable de l’endomitose reste toujours à confirmer. Des 
expériences de microarrays pourraient être à considérer pour identifier de nouvelles pistes 
quant aux différences entre la population où LMP1 n’est pas induite et où LMP1 est 
induite pendant 14 jours. Certains microarrays ont été effectués sur des cellules 
exprimant LMP1 toutefois, le facteur de multinucléation n’a pas été pris pour compte lors 
de ces études. Aussi, les microarrays n’ont pas analysé tous les gènes et certains gènes 
d’intérêt n’ont pas été considérés lors de l’étude déjà réalisée (Kuppers et al., 2003). 
Ainsi, les études pourraient être réalisées en ciblant les profils d’expression des gènes 
impliqués dans la protection des télomères, mais aussi dans le contrôle de la division 
cellulaire ou encore du stress cellulaire. Enfin, les gènes pro- et anti-apoptotiques 
devraient eux aussi, être étudiés afin de déterminer un profil d’expression permettant la 
formation d’hypothèses quant aux changements prenant place lors de la transition d’une 
cellule mononucléée à une cellule multinucléée.
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En sommes, l’hypothèse de départ était que la multinucléation était le résultat de 
la déprotection des télomères par l’action de LMP1 qui inhibe l’expression des protéines 
du complexe des shelterins TRF1, TRF2 et POT1. Cette inhibition provoquerait une 
désorganisation au niveau des télomères qui amènerait à un raccourcissement de ces 
derniers. De plus, une fois les télomères à découverts, ces derniers sont reconnus comme 
des dommages à l’ADN et réparés à tort par la machinerie de réparation à l’ADN ce qui 
provoque des fusions de chromosomes et éventuellement des duplications, translocations 
et délétions dans le génome de la cellule. Ces événéments seraient responsables de 
l’augmentation de la multinucléation chez les BJAB tTA LMP1 lorsque LMP1 est induite 
(Figure 41).
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Figure 41 : Hypothèse de départ
L’hypthèse de départ de mon projet de maîtrise était que l’augmentation des cellules 
multinucléées suite à l’induction de LMP1 dans les cellules BJAB tTA LMP1 était due au 
fait que les protéines du complexe des shelterins étaient régulées à la baisse par un 
mécanisme inconnu. Cette diminution de l’expression des protéines TRFl, TRF2 et 
POT1 amènerait à la déprotection des télomères qui par la suite subiraient une diminution 
de leur masse télomérique qui se résulterait à des réparation des extrémités des 
chromosomes provoquant des translocations, duplications et délétions dans le génome. 
Figures adaptées de (Zakian, 2009) et gracieusement obtenues par Dr. Knecht (Knecht et 
al., 2009).
D est possible que la combinaison de l’inhibition des protéines TRFl, TRF2 et 
POT1 amène à un phénotype multinucléé, toutefois, l’hypothèse la plus complète serait 
d’inclure NF-kB dans l’équation menant à la multinucléation. C’est pourquoi après les 
expériences menées avec les siRNA et shRNA, l’hypothèse finale a été réajustée pour un 
scénario incluant davantage de variables, notamment l’implication du facteur de 
transciption NF-kB qui est exprimé de manière dérégulée par l’oncoprotéine LMP1. 
Ainsi, si la déprotection des télomères amène à des fragmentations du génome, un 
bouleversement du contrôle de division cellulaire est probablement requis pour éviter que 
ces cellules endommagées n’entrent en apopotose. En effet, l’expression de NF-kB 
pourrait permettre aux cellules endommagées d’évader l’apoptose et de tenter, à la place, 
une division cellulaire qui, en temps normal, n’aurait pas été possible. En prenant compte 
que certains cas de lymphome de Hodgkin où le virus Epstein-Barr n’est pas impliqué ont 
aussi une surexpression de NF-kB, il n’est pas à exclure que son implication permette aux 
cellules d’éviter l’apoptose ce qui expliquerait l’étendue des dommages subis par ces 
dernières (Figure 42).
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Figure 42 : Hypothèse finale
L’hypothèse finale posée quant au mécanisme menant à la multinucléation a été 
perfectionnée suite aux résultats obtenus lors des essais visant à déterminer l’implication 
de l’inhibition des protéines TRF2 et POT1 dans la formation de la multinucléation. 
L’hypthèse la plus complète serait qu’en plus de la déprotection des télomères par 
l’inhibition des protéines TRFl, TRF2 et POT1, LMPl dépendent de la présence de NF- 
kB pour maintenir les cellules en vie dans ces conditions. C’est pourquoi en parallèle de 
la déprotection des télomères, l’activation de NF-kB servirait à contrer l’apoptose et 
amènerait ainsi les cellules à la multinucléation en secourant ces dernières de la mort 
cellulaire malgré les dommages sérieux qu’elles subissent lors desprocessus de réparation 
d’ADN dirigés contre leur télomères.
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